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APCs:  células presentadoras de antígenos 
APC:  aloficocianina 
BMDC: células dendríticas derivadas de médula ósea 
CCR:  receptor de quimioquinas 
CD:  antígeno de diferenciación 
cDCs: células dendríticas convencionales 
CDP: precursor común de células dendríticas 
CFSE:  carboxifluoresceína 
CLP: precursor linfoide común 
CLR: receptor lectina tipo C 
CMP:  precursor mieloide común 
CpG:  oligodesoxinucleótidos desmetilados de citosina y guanina 
CTLs: linfocitos T citotóxicos 
DCs:  células dendríticas 
dDCs:  células dendríticas dermales 
EDTA:   ácido etilendiaminotetraacético 
ELISA:   ensayo colorimétrico 
ERK:  quinasa regulada por señales extracelulares 
FcR: receptor de la fracción constante de la inmunoglobulina 
FCS:  suero fetal de ternera 
FITC:  isotiocianato de fluoresceína 
Flt3:  fms-like tyrosin kinase 
Flt3-L:  ligando de Flt3 
FSC: tamaño 
GFP: proteína fluorescente verde 
GM-CSF:  factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos 
HEVs: vénulas de endotelio alto 
HSC: células madre hematopyéticas 
Igs: inmunoglobulinas 
IL:  interleuquina 
IFN: interferón 
IFN-I: interferón de tipo I 
IFNγ: inferferón γ 
iNOS: sintasa de óxido nítrico inducible 
LCs: células de Langerhans 
LN: ganglio linfático 
LPS:  lipopolisacárido bacteriano 
mAbs: anticuerpos monoclonales 
MACS: separación celular magnética 
MAPK:  quinasa activada por mitógenos 
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M-CSF:  factor estimulador de colonias de macrófagos 
MDP:  precursor común de células dendríticas y macrófagos 
MHC:  complejo principal de histocompatibilidad 
MHC-I: complejo principal de histocompatibiliadad de tipo I 
MHC-II: complejo principal de histocompatibiliadad de tipo II 
moDC:  célula dendrítica derivada de monocitos 
mRNA:  ácido ribonucleico mensajero 
NK:  célula natural killer 
NO: óxido nítrico 
PAMPs:  patrones moleculares asociados a patógenos 
PBS: tampón fosfato salino 
pDC:   célula dendrítica plasmacitoide 
PE:  ficoeritrina 
PerCP:  peridina de clorofila a 
PNAd: adresina de los ganglios linfáicos periféricos 
poly(I:C):  análogo sintético de RNA de doble hélice 
pre-DCs:  precursor de células dendríticas convencionales 
PRRs: receptores de reconocimiento de patrones 
PSGL-1: glicoproteína de unión a P-selectina 
RT-PCR:  transcripción reversa de la reacción en cadena de la polimerasa 
SSC:  complejidad 
STAT:  factor transductor de señales y activador de la transcripción 
TCR:  receptor de la célula T 
Th:    células T colaboradoras 
Th1:  células Th de tipo 1 
Th2:  células Th de tipo 2 
Th17:  células Th de tipo 17 
TLRs: receptores Toll-like 
TNF-α: factor de necrosis tumoral α 
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This research work is based on previous studies performed in our laboratory, relying on the 
Leishmania major infection model, that demonstrated for the first time the potential of 
monocytes to differentiate into dendritic cells in vivo during infectious processes. As a follow-
up of these studies, we have addressed, using the same experimental model, a number of 
unresolved issues related to the differentiation of dendritic cells, that included - the 
contribution of monocytes to the generation of the different dendritic cell subsets present in 
the dermal infection focus and draining lymph nodes, - the origin of the dermal dendritic cells 
during infectious processes , - the definition of the growth factors controlling the differentiation 
of these different dendritic cell subsets and - the differentiation of the different macrophage 
subsets present in the lymph nodes draining the infected skin. For this purpose, a series of 
experiments have been performed in C57BL/6 mice infected with Leishmania major in the 
hind footpad in order to - define the phenotype and differentiation kinetics of the different 
dendritic cell subsets present in the dermis and draining lymph nodes, - determine their level 
of infection, proliferation status and migration capacity, - explore the potential of monocytes 
as precursors for these dendritic cell subsets through monocyte intravenous transfer assays 
and analysis of CCR2-deficient mice, -  define the cytokines controlling the differentiation of 
the different subsets of dendritic cells and macrophages using mice deficient in the receptor 
for GM-CSF or the receptor Flt3, as well as mice treated with anti-IL-3 or anti-M-CSF-R 
antibodies. The results derived from this research work have allowed to define the relative 
contribution of monocytes and pre-DC precursors to the generation of the different dendritic 
cell subsets present in the dermis and draining lymph nodes of Leishmania major infected 
mice, the monocytic origin of dermal dendritic cells during infectious processes, as well as the 
role of the cytokines GM-CSF, M-CSF and Flt3L in the differentiation of the different subsets 
of dendritic cells and macrophages during Leishmania major infection. 
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CÉLULAS DENDRÍTICAS 
 
Las células dendríticas (DCs del inglés dendritic cells) son células especializadas en la 
presentación de antígenos y principales inductoras de la respuesta de linfocitos T antígeno 
específica. Por un lado, son capaces de reconocer distintos componentes de patógenos 
denominados patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) a través de la expresión 
de receptores de reconocimiento de patrones moleculares (PRRs) tales como, TLRs (del 
inglés, toll-like receptors), receptores lectina de tipo C o receptores citoplásmicos. Tras esta 
activación, se inicia la síntesis de distintas citoquinas, quimioquinas y otros factores que activan 
la defensa innata (Akira et al., 2006). Por otra parte, resultan esenciales en la captura, 
procesamiento y presentación de antígenos derivados de patógenos y tumores asociados a 
moléculas de MHC, tras lo cual, inician un proceso de maduración y migración hacia las zonas 
T de los órganos linfoides para llevar a cabo la presentación a células T específicas (Reis e 
Sousa, 2006). De la misma manera, son las principales inductoras de la activación y 
proliferación de células T CD4+ y CD8+ específicas y la polarización de las respuestas T helper 
(Villadangos and Schnorrer, 2007). De igual forma, son las encargadas de mantener la 
tolerancia, tanto central como periférica, frente a antígenos propios (Probst et al., 2005). Por 
todo ello, las DCs suponen un vínculo fundamental entre la inmunidad innata y la inmunidad 
adaptativa. Las DCs representan un conjunto de células muy heterogéneo que puede 
clasificarse en base a la expresión de proteínas de superficie, a su localización anatómica y sus 
respuestas funcionales. Esta gran plasticidad hace que su papel sea fundamental en procesos 
tan dispares como puedan ser las infecciones microbianas, reacciones alérgicas, respuestas 
antitumorales o enfermedades autoinmunes. 
 
 
1.1. DCs en homeostasis 
 
En el ratón, en condiciones de reposo, las DCs se localizan en los órganos linfoides como el 
bazo, los ganglios linfáticos periféricos y el timo y en tejidos linfoides asociados a mucosas 
como la lamina propria, el tracto gastrointestinal, el tracto respiratorio o el genitourinario. 
Pueden clasificarse en 2 grupos principales; las DCs convencionales, que engloban las DCs 
residentes y las DCs migratorias, y las pDCs. 
 
1.1.1. DCs convencionales 
 
1.1.1.1. DCs residentes 
Las DCs residentes derivan de precursores hematopoyéticos provenientes de la médula ósea, 
que migran a través de la sangre y son reclutados a los distintos órganos y tejidos linfoides 
donde completan su diferenciación. Dentro de las células que residen en los órganos linfoides 
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podemos encontrar 3 subpoblaciones distintas en base a la expresión de varios marcadores de 
superficie (Lopez-Bravo and Ardavin, 2008); (Shortman and Heath, 2010). 
 
Las DCs CD8α+ (CD4-, CD11b-, CD11chi, MHC-II+, CD24+) suelen localizarse mayoritariamente 
cerca de las áreas T de la pulpa blanca del bazo y el paracórtex de los ganglios linfáticos 
periféricos. Son muy eficaces fagocitando células apoptóticas debido a la expresión de 
receptores específicos como CD36, DEC-205 y Clec9A implicados en este proceso (Albert et 
al., 1998); (Iyoda et al., 2002); (Sancho et al., 2009). Además, recientemente se ha descrito que 
el receptor de quimioquinas XCR1, es un marcador específico de esta subpoblación (Crozat et 
al., 2010). 
 
En comparación con otras DCs del bazo, están especializadas en la presentación de antígenos 
exógenos tanto asociados a células como en forma soluble, unidos a moléculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad de tipo I, MHC-I, para estimular respuestas linfocitarias T CD8+, 
proceso que se conoce como presentación cruzada (den Haan et al., 2000); (Dudziak et al., 
2007). Por ello, tienen un papel fundamental en la inducción de respuestas inmunes in vivo 
durante infecciones virales como el virus del herpes simple, el virus de la gripe o el virus de la 
coriomeningitis linfocítica, LCMV (Allan et al., 2003); (Smith et al., 2003); (Belz et al., 2004a); 
(Belz et al., 2005)). También resultan de gran relevancia en otras infecciones por patógenos 
intracelulares como Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium o Toxoplasma gondii 
(Edelson et al., 2011); (Sundquist and Wick, 2009); (Mashayekhi et al., 2011)). 
 
En situación de reposo se encuentran en estado inmaduro caracterizado por su actividad 
fagocítica y una menor expresión de moléculas MHC y de coestimulación (Wilson et al., 2003). 
Tras la activación por una citoquina proinflamatoria, la captación antigénica o fagocitosis de 
células apoptóticas inician un proceso de maduración y migran desde la zona marginal del 
bazo a la pulpa blanca para la presentación cruzada de dichos antígenos. 
 
Además tras diversos estímulos microbianos, las DCs CD8α+ son capaces de producir grandes 
cantidades de IL-12 y por tanto de inducir la polarización de linfocitos T CD4+ hacia respuestas 
Th1 como de promover respuestas T citotóxicas en los linfocitos T CD8+ (Trinchieri, 2003). 
 
Por otra parte, también se ha descrito que las DCs CD8α+ tiene un papel muy importante en la 
inducción de la tolerancia periférica. Trabajos anteriores han demostrado que las DCs CD8α+ 
de los ganglios linfáticos pueden adquirir antígenos provenientes de tejidos periféricos 
transferidos por las DCs migratorias que entran al ganglio a través la linfa e inducir tolerancia 
mediante deleción de linfocitos T CD8+ autorreactivos tras presentación cruzada de antígenos 
propios (Hawiger et al., 2001); (Belz et al., 2002); (Bonifaz et al., 2002). 
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La segunda subpoblación de DCs residentes, son las DCs CD8α- CD4+, CD11b+, CD11chi, 
MHC-II+, Sirp-α+) que se localizan preferentemente en la zona marginal del bazo y cerca del 
seno subcapsular de los ganglios linfáticos periféricos. Dentro de este grupo se incluyen las 
DCs CD8α- CD4- (CD11b+, CD11chi, MHC-II+) o también denominadas dobles negativas (DN). 
Son más eficientes que las DCs CD8α+ en capturar antígenos exógenos por vía endocítica y 
fagocítica, mediado por receptores como SIGNR1 y DCIR-2 (33D1), presentarlos asociados a 
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo II, MHC-II, e inducir la respuesta 
inmune de linfocitos T CD4+ (Pooley et al., 2001); (Allenspach et al., 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                            Beltz et al., 2012 Nat Rev Immunol 
Figura 1. Diferenciación de los distintos subtipos de células dendríticas 
 
 
1.1.1.2. DCs migratorias 
 
Las DCs migratorias son las que residen en los tejidos no linfoides como pueden ser la piel, el 
intestino, el pulmón, el hígado y los riñones. Derivan de precursores reclutados a los distintos 
tejidos periféricos (Randolph et al., 2005). Poseen una gran capacidad de capturar y procesar 
antígenos derivados de patógenos debido a la expresión de diferentes receptores endocíticos y 
fagocíticos. Tras esta activación las DCs migratorias adquieren un fenotipo maduro y migran 
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hacia las áreas T de los ganglios linfáticos drenantes por un proceso dependiente de CCR7 
(Forster et al., 1999); (Randolph et al., 2008). Una vez allí, pueden iniciar respuestas inmunes 
específicas directamente mediante presentación antigénica a linfocitos T en el contexto de 
moléculas MHC-II o de manera indirecta por transferencia de antígeno a las DCs residentes 
CD8α+ que iniciarán respuestas inmunes preferentemente mediante presentación cruzada de 
los antígenos transferidos (Belz et al., 2004b); (Allan et al., 2006). 
 
Las DCs migratorias pueden ser divididas en distintas subpoblaciones en base a la expresión 
de moléculas de superficie como CD103 y CD11b. En la piel existen al menos tres subtipos, las 
células de Langerhans (LCs) que residen en la epidermis y dos subpoblaciones de DCs 
dermales que se encuentran en la dermis (Merad et al., 2008); (Helft et al., 2010). 
 
Las LCs se caracterizan por el siguiente fenotipo; MHC-IIhi, CD207hi, CD11c+, CD11bint, CD205+ 
y EpCAM+ y por la presencia de gránulos de Birbeck en el citoplasma. Constituyen entre el 3-
5% de las células que componen la epidermis y forman una extensa red ocupando los 
intersticios que dejan los queratinocitos (Merad et al., 2008). Se originan a partir de precursores 
que colonizan la dermis durante el desarrollo embrionario, completan su diferenciación tras el 
nacimiento y se renuevan localmente de manera autónoma (Chorro et al., 2009), (Merad et al., 
2002). Su función en la inducción de tolerancia hacia antígenos propios es clara, sin embargo, 
su función en cuanto a la inducción de respuestas inmunogénicas no ha sido esclarecida, ya 
que su depleción en modelos de infección de piel como Leishmania major, el virus Vaccinia o el 
virus del herpes simple concluyen que las LCs son totalmente prescindibles (Kautz-Neu et al., 
2011); (Deng et al., 2006); (Allan et al., 2003). 
 
En la dermis encontramos una población de DCs CD103+, CD11blo, CD207+ CD11chi, MHC-II+  
(Ginhoux et al., 2007); (Poulin et al., 2007); (Bursch et al., 2007) y otra CD103-, CD11bhi, 
CD207- CD11chi, MHC-II+ (Ginhoux et al., 2009). Ambas subpoblaciones, a las que nos 
referiremos como DCs CD103+ y DCs CD11b+ respectivamente, se encuentran también en el 
pulmón, el hígado, los riñones, el páncreas y en la lámina propria y las placas de Peyer del 
intestino (Ginhoux et al., 2009). En la dermis, la población de DCs CD11b+ representa un 70% 
del total de DCs presentes. Experimentos de transferencia adoptiva apuntan a que parte de 
esta población podría tener origen monocítico, aunque en algunos tejidos, como el hígado y el 
riñón, también pueden diferenciarse a partir de pre-DCs, por ello la contribución de los distintos 
precursores está aún por determinar (Ginhoux et al., 2009). En lo que respecta a su función, en 
un modelo de inmunización cutánea que produce inflamación crónica de la piel, se ha 
observado que las DCs CD11b+ son las responsables de la inducción de la producción de 
citoquinas por parte de las células T CD4+ y las células T reguladoras que infiltran la dermis 
(McLachlan et al., 2009). Además las DCs CD11b+ son más eficaces en la presentación de 
antígenos en el contexto de moléculas MHC-II y en la activación de linfocitos T CD4+ en 
distintos modelos de infección viral (Bedoui et al., 2009). 
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La población de DCs CD103+ se origina a partir de pre-DCs y dependen del receptor Flt3 para 
su desarrollo (Bogunovic et al., 2009); (Ginhoux et al., 2009); (Liu et al., 2009); (Naik et al., 
2007); (Onai et al., 2007); (Varol et al., 2009). Recientemente, se ha descrito que esta 
subpoblación está estrechamente relacionada con las DCs residentes CD8+ de los órganos 
linfoides (Bedoui et al., 2009), ya que, además de compartir características fenotípicas como la 
expresión de DEC-205 y CD24, su diferenciación es dependiente de los factores de 
transcripción IRF8, ID2 y Baft3 y de la señalización a través de Flt3 (Edelson et al., 2010); 
(Ginhoux et al., 2009); (Hashimoto et al., 2011); (Hildner et al., 2008). En cuanto a su papel en 
la immunidad contra patógenos, en un modelo de infección viral por el virus del herpes simple 
se observó durante ensayos ex vivo que las todas las DCs migratorias, es decir, las LCs, las 
DC CD11b+ y las DCs CD103+ eran capaces de presentar antígenos virales a las células T 
CD4+ pero tan solo las DCs CD103+ tenían capacidad para la presentación cruzada de 
antígenos extracelulares y la activación de linfocitos T CD8+ (Bedoui et al., 2009). En otro 
modelo de leishmaniasis cutánea en el que se deplecionaron específicamente las DCs 
Langerina+ in vivo se produjo una activación defectuosa de los linfocitos T CD8+ mientras que 
la respuesta de los linfocitos T CD4+ no se vio afectada (Brewig et al., 2009). 
 
 
1.1.2. pDCs 
 
Las células dendríticas plasmacitoides (pDCs) se localizan tanto en la médula ósea, en la 
sangre y en el timo como en otros órganos linfoides. En reposo, presentan el siguiente fenotipo; 
Ly6C+, CD11b-, CD11cint, Siglec-H+, B220+ y PDCA+ y expresan principalmente dos receptores 
endosomales implicados en el reconocimiento de estructuras conservadas asociadas a 
patógenos pertenecientes a la familia de los TLRs (del inglés Toll like receptors) (Colonna et 
al., 2004). TLR7, reconoce RNA de cadena sencilla característico de muchos genomas virales 
y TLR9, es capaz de reconocer secuencias ricas en CpG no metiladas presentes en el DNA 
bacteriano y viral (Gilliet and Lande, 2008). La activación de las células dendríticas 
plasmacitoides tras el reconocimiento de estos ácidos nucleicos da lugar a la producción de 
grandes cantidades de interferón de tipo I (IFN-I), la producción de citoquinas proinflamatorias 
como IL-12, IL-6 y TNFα y la expresión de moléculas de coestimulación (Kawai and Akira, 
2010). 
 
Por ello, las pDCs son células productoras de IFN-I profesionales en respuestas antivirales 
(Liu, 2005)). Por una parte, el IFN-I activa la inmunidad innata inhibiendo directamente la 
replicación del virus (Pestka et al., 2004) y por otra, induce la inmunidad adaptativa 
aumentando la capacidad de otras DCs para la presentación cruzada de antígenos 
extracelulares a linfocitos T CD8+ e induciendo la polarización de linfocitos T CD4+ vírgenes 
hacia una respuesta Th (del inglés T helper) de tipo 1 (Le Bon et al., 2003); (Trinchieri, 2003). A 
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su vez, aumenta la función antiviral de otras subpoblaciones como las NKs o los linfocitos B 
(Biron, 2001); (Jego et al., 2003). 
Las pDCs también están implicadas en algunas enfermedades autoinmunes como el lupus 
eritematoso sistémico (SLE) y la psoriasis debido al reconocimiento del DNA o el RNA propio a 
consecuencia de la rotura de la tolerancia innata. En algunas de estas patologías, la formación 
de inmunocomplejos que contienen DNA propio conduce a la activación continuada de las 
pDCs y consiguiente producción de IFN-I que en último lugar provoca la activación de linfocitos 
T y B autorreactivos (Banchereau and Pascual, 2006); (Gilliet and Lande, 2008). 
 
Recientemente, se ha descrito que las pDCs juegan un papel muy importante en la reparación 
del daño tisular. En un modelo de inflamación aguda de la dermis se ha observado una rápida 
infiltración de pDCs a la zona dañada y producción de IFN-I dependiente de TLR7 y TLR9, que 
contribuyen a la cura de la lesión (Gregorio et al., 2010); (Guiducci et al., 2008). 
 
 
1.2. DCs en inflamación 
 
En situaciones de inflamación como puedan ser las producidas por infecciones microbianas o 
daño tisular, se produce un gran reclutamiento de precursores y un aumento en el número total 
de DCs tanto en los tejidos no linfoides afectados como en los órganos linfoides drenantes 
(Leon et al., 2007); (Serbina et al., 2003b); (Yoneyama et al., 2001). En este sentido, los 
monocitos tienen un papel muy importante ya que se ha descrito que pueden ser rápidamente 
movilizados desde la sangre a las zonas inflamadas y diferenciarse localmente dando lugar a 
DCs inflamatorias. Sin embargo, la contribución de los monocitos a la generación de las 
distintas subpoblaciones de DCs en reposo no ha sido esclarecida totalmente. 
 
En el modelo de leishmaniasis cutánea, las DCs dermales inflamatorias que se generan en la 
dermis, y que posteriormente migran a los ganglios linfáticos, muestran un fenotipo (CD11cint, 
CD11b+, MHC-IIhi, CD4-, CD8-) muy parecido al que tienen las DCs dermales en situación de 
reposo, lo cual podría indicar que esta subpoblación tiene origen monocítico. Por otro lado, 
durante estos procesos infecciosos, también se produce un incremento en el número de DCs 
residentes en los ganglios linfáticos. Esto sugiere que las DCs CD8+ y CD8- se generan de 
novo en situación de inflamación aunque el precursor responsable de esta diferenciación 
todavía no ha sido caracterizado. 
 
 
1.3. Origen de la células dendríticas 
 
Todas las DCs, a excepción de las células de Langerhans en condiciones homeostáticas (LCs) 
(Schulz et al.), provienen de células madre hematopoyéticas (HSCs, del inglés haematopoietic 
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stem cells) que residen en la médula ósea. Estas HSCs dan lugar a diferentes precursores en 
la médula ósea que progresivamente van restringiéndose a los distintos linajes 
hematopoyéticos. La divergencia entre linaje linfoide y mieloide es un fenómeno muy temprano 
de la hematopoyesis. Un precursor común mieloide (CMP) puede dar lugar a eritrocitos, 
granulocitos, monocitos, macrófagos y megacariocitos, mientras que un precursor común 
linfoide (CLP) puede dar lugar a células B, células T y células NK (Akashi et al., 2000); (Kondo 
et al., 2001). Estudios iniciales de transferencia adoptiva revelaron que la fracción Flt3+ tanto de 
los precursores mieloides como de los linfoides eran capaces de generar DCs y con una 
eficiencia muy similar (Karsunky et al., 2003). Los CLPs son muy eficientes en la diferenciación 
de DCs del timo, sin embargo lo son menos que los CMPs en la generación de DCs del bazo 
(Manz et al., 2001); (Wu et al., 2001). Estos datos indican que aunque los CMPs son los 
precursores que contribuyen principalmente a la generación de DCs, no se pueda desestimar la 
contribución de los CLPs en según que situaciones. 
 
Más adelante, distintos grupos describieron del papel central de la señalización del ligando de 
Flt3 (Flt3L) a través de su receptor, Flt3, en la diferenciación y homeostasis de las DCs en 
situación de reposo (D'Amico and Wu, 2003); (Waskow et al., 2008). Asimismo, se estableció la 
correlación entre la expresión de Flt3 en distintos precursores y el potencial para su 
diferenciación a DCs. Esto permitió identificar posteriormente un precursor mieloide residente 
en la médula ósea que ha perdido el potencial de generar eritrocitos, granulocitos y 
megacariocitos pero todavía puede diferenciarse en monocitos, macrófagos, DCs. Este 
precursor con alta tasa proliferativa, fue denominado precursor común de macrófagos y DCs 
(MDP) y su fenotipo es Lin- Flt3+ c-kit+ CD115+ CX3CR1+ (Fogg et al., 2006), (Varol et al., 
2007), (Auffray et al., 2009a). 
 
A continuación, se describió otro progenitor presente en la médula ósea capaz de generar DCs 
convencionales y pDCs tanto in vitro como in vivo, pero no monocitos ni macrófagos. Este 
precursor también presentaba alta tasa proliferativa y fue denominado precursor común de DCs 
(CDP) y cuyo fenotipo es Lin- Flt3+ c-kitlo CD115+/- (Naik et al., 2007); (Onai et al., 2007). Más 
tarde se demostraría mediante transferencia adoptiva que los CDPs derivan de los MDPs y que 
la diferenciación entre monocito y DC se da en la médula ósea en la diferenciación de MDP a 
CDP (Liu et al., 2009). 
 
Más tarde, se caracterizó el precursor de las DCs convencionales por primera vez en el bazo. 
Este progenitor, al que se llamó pre-DC proviene de un CDP que ha perdido su potencial de 
diferenciación a pDC y cuyo fenotipo es Lin- Flt3+ CD11Cint MHC-II- CD43int SIRPαint (Liu et al., 
2009); (Ginhoux et al., 2009). Las pre-DCs se generan en la médula ósea pero salen de ésta y 
migran a través de la sangre a los órganos linfoides secundarios y a otros tejidos periféricos 
donde se diferencian dando lugar a las distintas subpoblaciones de DCs convencionales. En 
experimentos de transferencia adoptiva se demostró que las pre-DCs aisladas de la médula 
 28 
ósea, la sangre o el bazo daban lugar a las DCs CD8+ y CD8- del bazo, a las DC residentes de 
los ganglios linfáticos y a las CD103+ DCs de distintos tejidos no linfoides. En cuanto a la 
generación diferencial de las DCs CD8+ y CD8-, se ha demostrado que la fracción de pre-DCs 
CD24hi es responsable de la diferenciación de las DCs CD8+, mientras que la CD24lo lo es de 
las DCs CD8- (Naik et al., 2006). 
 
 
 
                            Hashimoto et al., 2011 Immunity 
Figura 2. Origen de las DCs residentes en los tejidos linfoides y periféricos. 
 
 
1.4. Monocitos como precursores de DCs y macrófagos 
 
Como se ha mencionado anteriormente, los MDPs dan lugar a CDPs y a precursores de 
monocitos en la médula ósea. Estos precursores expresan CD115 (receptor de M-CSF) y la 
señalización por su ligando, M-CSF, es la vía principal implicada en la regulación de la 
supervivencia, proliferación y diferenciación de monocitos (Dai et al., 2002); (Sasmono et al., 
2003); (Pixley and Stanley, 2004)). Bajo distintas condiciones inflamatorias, estos monocitos 
pueden extravasarse a la sangre y migrar a distintos tejidos por un proceso dependiente de 
CCR2, para generar macrófagos o DCs inflamatorias (Rivollier et al., 2012). Recientemente, se 
ha demostrado en un modelo de infarto de miocardio, que los monocitos también pueden ser 
reclutados al corazón desde el bazo, actuando éste como reservorio (Swirski et al., 2009). Si 
este mecanismo tiene relevancia en otros contextos inflamatorios, está todavía por determinar. 
 
En ratón, se han descrito dos subpoblaciones de monocitos que difieren en su fenotipo, su 
circulación por la corriente sanguínea, su potencial de diferenciación y sus funciones 
(Geissmann et al., 2010). Se definen como monocitos Ly6Chigh o Ly6Clow en base a la diferente 
 29 
expresión de este marcador de superficie. Se ha propuesto que en situación de reposo o en el 
modelo de isquemia miocárdica anteriormente mencionado, los monocitos Ly6Clow podrían 
diferenciarse a partir de monocitos Ly6Chigh que regresan a la médula ósea (Sunderkotter et al., 
2004); (Varol et al., 2007); (Nahrendorf et al., 2007). Asimismo, se ha sugerido que esta 
transición también puede darse fuera de la médula ósea, tras el reclutamiento de los monocitos 
Ly6Chigh a la zona de inflamación, en un modelo de lesión del músculo esquelético (Arnold et 
al., 2007). Aunque este asunto resulta controvertido ya que otros trabajos muestran que la 
depleción de la subpoblación Ly6Chigh no afecta a la diferenciación de la subpoblación Ly6Clow. 
Recientemente se ha descrito que la diferenciación y supervivencia de los monocitos Ly6Clow 
en la médula ósea dependen del factor de transcripción Nur77 (Hanna et al., 2011). 
 
 
 
Shi et al., 2011 Nat Rev Immunol 
Figura 3. Diferenciación de los distintos subtipos de monocitos. 
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1.4.1. Monocitos Ly6Clow 
 
Los monocitos Ly6Clow presentan el siguiente fenotipo; CD11bhi, CCR2-, CX3CR1+, L-selectina- 
y CCR5+ y son igual abundantes en sangre que los monocitos Ly6Chigh (Auffray et al., 2009b). 
Estudios de microscopía intravital han revelado que su función en estado de reposo es migrar 
por la zona luminal de los vasos sanguíneos mediante asociación con el endotelio vascular, 
proceso que se conoce como patrolling y que facilita su rápido reclutamiento a diferentes 
tejidos bajo distintos estímulos pro-inflamatorios (Auffray et al., 2007). Además diversas 
evidencias experimentales indican que en situación de reposo los monocitos Ly6Clow podrían 
ser precursores de otras poblaciones de DCs o macrófagos en tejidos no linfoides, ya que se 
ha demostrado mediante experimentos de transferencia adoptiva de monocitos que la 
subpoblación Ly6Clow da lugar a las DCs CD11b+ del pulmón (Jakubzick et al., 2008) y que 
también puede diferenciarse en macrófagos alveolares (Landsman et al., 2007) y (Landsman 
and Jung, 2007). 
 
En cuanto a su papel en inflamación, se ha descrito en un modelo de infección intraperitoneal 
con Listeria monocytogenes, que los monocitos Ly6Clow son movilizados más rápidamente que 
los Ly6Chigh al sitio de infección y participan en la respuesta temprana mediante la secreción de 
TNF-α. Además se ha propuesto que estos monocitos Ly6Clow pueden diferenciarse 
posteriormente a macrófagos activados de forma alternativa (Auffray et al., 2007). Así mismo, 
en un modelo de lesión del músculo esquelético se observó que los monocitos Ly6Clow 
diferenciados localmente exhibían características similares a los macrófagos anti-inflamatorios 
y promovían la miogénesis y la regeneración muscular (Arnold et al., 2007). Este papel en la 
reparación del daño tisular también se ha descrito en el modelo de infarto de miocardio, ya que 
los monocitos Ly6Clow reclutados en una fase tardía, producen VEGF, promoviendo la 
reparación de la lesión mediante la acumulación de miofibroblastos, la angiogénesis y la 
deposición de colágeno (Nahrendorf et al., 2010). 
 
 
1.4.2. Monocitos Ly6Chigh 
 
Los monocitos Ly6Chigh presentan el siguiente fenotipo; CD11bhi, CCR2+, CX3CR1low, L-
selectina+ y CCR5- y también se les conoce como monocitos inflamatorios (Auffray et al., 
2009b). Representan entre 2-5% de los leucocitos circulantes y son rápidamente movilizados a 
los sitios de infección e inflamación de manera dependiente de CCR2, donde condicionados 
por factores locales, citoquinas pro-inflamatorias y estímulos microbianos, son capaces de 
diferenciarse en macrófagos o DCs inflamatorias. Este reclutamiento de monocitos es esencial 
en el control y eliminación de infecciones virales, bacterianas o protozoarias pero también 
puede contribuir a la patogénesis de algunas afecciones como la aterosclerosis (Serbina et al., 
2008); (Shi and Pamer, 2011). 
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1.4.2.1. Diferenciación a células dendríticas 
 
Aunque la generación in vivo de DCs a partir de monocitos se describió originalmente en 
situaciones inflamatorias asociadas a procesos infecciosos, recientemente se ha propuesto que 
en condiciones de reposo algunas DCs presentes en tejidos no linfoides pudieran tener un 
origen monocítico. A este respecto, se ha demostrado que los monocitos Ly6Chigh dan lugar a 
las DCs CD11b+ CX3CR1+ de la lamina propria (Varol et al., 2009); (Bogunovic et al., 2009). En 
el pulmón, experimentos de transferencia adoptiva de monocitos, muestran las DCs CD103+ 
provienen de monocitos Ly6Chigh (Jakubzick et al., 2008), sin embargo, otro estudio sugiere que 
esta subpoblación CD103+ deriva de pre-DCs, y que los monocitos podrían ser parcialmente, 
los precursores de las DCs CD11b+ tanto en el hígado como en el riñón (Ginhoux et al., 2009). 
 
Como se ha comentado anteriormente, la primera demostración del potencial de los monocitos 
para generar DCs in vivo se dio en un modelo de inyección subcutánea de microesferas de 
látex marcadas con un fluorocromo para trazar su internalización en el foco inflamatorio. Este 
estudio concluyó que se producía un reclutamiento de monocitos Ly6Chigh que se diferenciaban 
localmente tanto a macrófagos como a DCs para después migrar a los ganglios linfáticos 
drenantes (Randolph et al., 1999). Posteriormente, trabajos realizados en nuestro laboratorio 
fueron pioneros en la descripción de estas DCs inflamatorias diferenciadas in vivo a partir de 
monocitos Ly6Chigh en un modelo de infección subcutánea con el parásito intracelular 
Leishmania major. Tras la transferencia subcutánea e intravenosa de estos monocitos, se 
observó un reclutamiento de los mismos tanto al foco de infección, en este caso la dermis, 
como a los ganglios poplíteos drenantes (PoLNs). Estos monocitos son capaces de 
diferenciarse in situ dando lugar a moDCs dermales y LN moDCs (del inglés lymph node). 
Además se demostró que las moDCs diferenciadas de novo en la dermis, eran capaces de 
migrar a los PoLNs y responsables de iniciar la polarización de linfocitos T CD4+ hacia 
respuestas Th1 específicas contra L. major (Leon et al., 2007). Asimismo, en otro estudio 
realizado en nuestro laboratorio, con este mismo modelo de infección, se describió que los 
monocitos Ly6Chigh son reclutados a los ganglios linfáticos a través de las vénulas del endotelio 
alto por un proceso dependiente de la interacción entre las moléculas de adhesión L-selectina y 
PNAd. Del mismo modo, se demostró que su migración al foco de infección a través de las 
vénulas dermales es dependiente de las interacciones entre PSGL-1 y P/E-selectina y de L-
selectina y PNAd (Leon and Ardavin, 2008a). 
 
A continuación, distintos trabajos describieron la diferenciación de DCs derivadas de monocitos 
y su papel en la inducción de respuestas T específicas contra el patógeno, en diferentes 
modelos de infección. Por ejemplo, durante infección pulmonar por la levadura Cryptococcus 
neoformans. En este caso, el reclutamiento de monocitos Ly6chigh al pulmón, conlleva una 
acumulación de DCs CD11b+ en los ganglios linfáticos drenantes, así como un cambio en la 
polarización de la respuesta hacia tipo Th2 (Osterholzer et al., 2009). También durante 
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infección pulmonar por el hongo Aspergillus fumigatus, se ha demostrado que tanto los 
monocitos Ly6Chigh como las DCs derivadas de monocitos participan en el transporte de las 
esporas del hongo hasta los ganglios linfáticos y en la activación de la respuesta T CD4+ 
específica (Hohl et al., 2009); (Rivera et al., 2011). La diferenciación de monocitos a DCs 
también tiene lugar durante la respuesta inmune asociada a virus. Tras infección subcutánea 
con el virus del herpes simple (HSV), las DCs dermales migran a los ganglios linfáticos y son 
reemplazadas por DCs derivadas de los monocitos Ly6Chigh reclutados a las lesiones 
zosteriformes que se diferencian localmente (Eidsmo et al., 2009). Por otra parte, en un modelo 
de infección pulmonar por el virus de la gripe, la transferencia adoptiva de monocitos Ly6Chigh 
en ratones deficientes para el receptor CCR2, promueve la eliminación del virus e induce la 
respuesta de la células T CD8+ específicas del virus (Aldridge et al., 2009). También se ha 
demostrado en un modelo de lesión cutánea por radiación ultravioleta, que los monocitos 
Ly6Chigh son reclutados a la zona dañada, donde proliferan y se diferencian en células de 
Langerhans in vivo. Además, este proceso es dependiente de la señalización a través del 
receptor de M-CSF (Ginhoux et al., 2006). 
 
 
1.4.2.2. TipDCs: DCs productoras de TNF-α  y óxido nítrico 
 
En lo que respecta a las infecciones bacterianas, cabe destacar la contribución de un trabajo 
realizado con el modelo de infección por Listeria monocytogenes. En él, se caracterizó por 
primera vez una población de DCs que participaba en la defensa innata contra Listeria 
mediante la producción de TNF-α y NO a través de la inducción de iNOS (del inglés, inducible 
nitric oxide synthase) a la que se le llamó TipDCs (Serbina et al., 2003a). Su función principal 
no es la presentación antigénica a células T para la inducción de una respuesta específica, si 
no la contribución a la inmunidad innata mediante la producción de factores solubles con 
actividad inflamatoria y microbicida. Además, este trabajo sugiere, que las TipDCs tienen un 
origen monocítico y que el reclutamiento de monocitos Ly6Chigh a las zonas de infección, es 
decir, el hígado y el bazo, es dependiente de CCR2 (Serbina and Pamer, 2006). 
Posteriormente, se ha descrito la generación de estas TipDCs en otras infecciones bacterianas 
como Brucella melitensis donde se observan tanto en el peritoneo como en el bazo (Copin et 
al., 2007) y en el pulmón durante infección por Mycobacterium tuberculosis (Peters et al., 
2004); (Skold and Behar, 2008). 
 
Estas DCs han sido también identificadas en durante procesos infecciosos causados por 
protozoos, como es el caso de Toxoplasma gondii. En este modelo tras inoculación oral o 
peritoneal, los monocitos Ly6Chigh reclutados a la lámina propria del intestino, se diferencian en 
células productoras de iNOS y TNF-α. Asimismo, ratones deficientes para el receptor CCR2, 
resultan más susceptibles a la infección debido a la retención de los monocitos en la médula 
ósea (Dunay et al., 2008); (Dunay et al., 2010). En el caso de infección subcutánea por el 
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parásito Leishmania major, recientemente se ha mostrado que la producción de TNF-α e iNOS 
es debida a DCs CD11b+, Ly6C+, CD11c+ que se reclutan tanto a la dermis como a los ganglios 
poplíteos de manera dependiente de CCR2 y que además es la población infectada 
principalmente (De Trez et al., 2009). Estas TipDCs derivadas de monocitos probablemente se 
corresponden con las LN moDCs descritas anteriormente (Leon et al., 2007). Otro ejemplo se 
da durante infección intraperitoneal con Trypanosoma brucei, se induce el reclutamiento de 
monocitos Ly6Chigh al hígado, al bazo y a los ganglios mesentéricos de manera dependiente de 
CCR2, y consiguiente diferenciación en TipDCs. En cambio, al contrario de lo que ocurre en 
otros modelos, ratones deficientes para CCR2, son más resistentes a la infección y presentan 
menos parásitos circulantes en sangre (Guilliams et al., 2009); (Bosschaerts et al., 2010). 
 
En lo que se refiere a la diferenciación y activación de las TipDCs, se ha demostrado en un 
modelo de infección por Trypanosoma brucei, que es un proceso que consta de tres pasos 
fundamentales; i) la migración de los monocitos, dependiente de CCR2 e independiente de 
CCR5, desde la médula ósea hasta el foco inflamatorio, ii) la diferenciación de los monocitos en 
DC inflamatorias inmaduras por un mecanismo independiente de IFNγ y MyD88 (del inglés 
myeloid differentiation primary response gene 88) y iii) la maduración de las DCs inflamatorias 
para dar lugar a DCs funcionales capaces de producir TNF-α y NO, por un mecanismo 
dependiente de IFNγ y MyD88 (Bosschaerts et al., 2010). Además, otro trabajo basado en el 
modelo de infección con Leishmania major propone que la activación de estas DCs 
inflamatorias para la producción de TNF-α y NO también depende de las moléculas CD40, IL-
12, y parcialmente de TNF-α y TLR9 (De Trez et al., 2009). Por otro lado, se ha descrito que IL-
10 podría actuar como un regulador negativo en la generación de TipDCs, por una parte, 
limitando el reclutamiento de monocitos reduciendo la expresión de CCL2 y por otra, 
impidiendo su diferenciación y maduración a TipDC (Guilliams et al., 2009); (Bosschaerts et al., 
2010). 
 
 
1.4.2.3. Diferenciación a macrófagos 
 
En situación de reposo, los monocitos salen de la médula ósea migran a través de la corriente 
sanguínea, y se extravasan para repoblar los distintos órganos, incluido el bazo que pueden 
utilizar como reservorio, dando lugar a la mayoría de macrófagos residentes (Gordon and 
Taylor, 2005). En los órganos linfoides dan lugar a los macrófagos de la zona subcapsular de 
los ganglios linfáticos, los macrófagos de la zona marginal y la pulpa roja del bazo así como los 
de la médula ósea y el timo. También derivan de monocitos los macrófagos de los tejidos no 
linfoides, donde reciben otros nombres como las células de Kupffer en el hígado, los histiocitos 
en el tejido conectivo, los macrófagos alveolares del pulmón y las células de la microglía del 
sistema nervioso central. En ausencia de inflamación, los macrófagos están implicados en el 
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, y participan en un gran número de procesos 
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tales como la eliminación de células apoptóticas, la reparación de tejidos dañados, la 
eliminación de debris celular y endotoxinas de la sangre, el mantenimiento de la tolerancia de 
la flora intestinal y la eliminación de distintos alérgenos en el pulmón (Pollard, 2009); (Murray 
and Wynn, 2011). 
En situación de inflamación como la generada por un proceso infeccioso, los macrófagos se 
activan aumentando su capacidad fagocítica e induciendo respuestas antimicrobianas 
mediante la secreción de mediadores pro-inflamatorios como TNF-α, óxido nítrico e IL-1 que 
contribuyan a la eliminación del patógeno. Durante otros procesos inflamatorios como pueda 
ser el provocado por daño tisular, los macrófagos adquieren un fenotipo anti-inflamatorio 
caracterizado por la producción de TGF-β y PDGF que contribuyen a la regeneración del tejido 
y a la reparación de la herida (Mosser and Edwards, 2008). 
 
Se ha propuesto que los monocitos también pueden diferenciarse en macrófagos en distintos 
contextos inflamatorios. Recientemente, se ha descrito que durante lesiones cerebrales, como 
por ejemplo debidas a irradiación del tejido, los monocitos Ly6Chigh son reclutados a la zona 
dañada son los precursores de las células de la microglía en el cerebro (Mildner et al., 2007). 
En un modelo de encefalitis causada durante la infección por West Nile virus, se produce un 
reclutamiento de monocitos Ly6Chigh al cerebro dependiente de CCL2 resultando en un 
aumento en el número de células de la microglía e incrementando la patogénesis de la 
enfermedad (Getts et al., 2008). Sin embargo, posteriormente se ha demostrado que las 
células de la microglía se generan durante el desarrollo embrionario a partir de precursores 
mieloides distintos a estos monocitos inflamatorios (Ginhoux et al., 2010). Por otra parte, en 
situaciones inflamatorias no patogénicas como la producida durante aterosclerosis, los 
monocitos Ly6Chigh son reclutados a las placas del ateroma de manera dependiente de los 
receptores CCR2, CCR5 y CX3CR1 donde se diferencian a macrófagos y contribuyen a la 
inflamación local (Swirski et al., 2007); (Combadiere et al., 2008). Además cabe destacar que 
recientemente se ha descrito en un modelo de infección por helmintos, en el que la respuesta 
de las células T se polariza hacia un entorno Th2, la acumulación de macrófagos en la zona 
infectada se debe a la proliferación in situ de los mismos, mediada por la IL-4 (Jenkins et al., 
2011). 
 
 
1.5. Factores que determinan la diferenciación de monocitos in vivo 
 
GM-CSF y M-CSF fueron originalmente definidos como factores de crecimiento de células 
hematopoyéticas dada su capacidad para diferenciar precursores de la médula ósea in vitro y 
generar colonias de células mieloides maduras, dando lugar a granulocitos y macrófagos en el 
caso de GM-CSF y a macrófagos en el caso de M-CSF (Metcalf, 1986). Más tarde, se 
comprobó que ambas citoquinas están implicadas en la supervivencia y/o proliferación, la 
diferenciación y la activación de células maduras in vitro ampliando así sus posibles funciones 
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durante la respuesta inmune (Burgess and Metcalf, 1980); (Hamilton et al., 1980); (Fleetwood 
et al., 2005); (Chitu and Stanley, 2006). 
 
Estudios realizados in vitro a partir de monocitos o precursores de la médula ósea en cultivo 
junto con GM-CSF, mostraron su potencial para dar lugar a células con un fenotipo similar al de 
las DCs inmaduras y con capacidad para presentar antígenos (Sallusto and Lanzavecchia, 
1994); (Caux et al., 1996); (Fleetwood et al., 2007). Sin embargo, sorprendentemente trabajos 
realizados posteriormente en ratones deficientes en el receptor de GM-CSF o su ligando, no 
presentaban defectos en la generación de DCs en los órganos linfoides (Vremec et al., 1997) 
aunque padecen proteinosis alveolar pulmonar, debido a una incorrecta maduración de los 
macrófagos alveolares (Stanley et al., 1994); (Robb et al., 1995), así como una reducción en el 
número de eosinófilos (Nishinakamura et al., 1995). Estudios más recientes utilizando estos 
mismos ratones, han descrito que GM-CSF es necesario en la generación de la población de 
DCs CD11b+ (Varol et al., 2009) y la población de DCs CD103+ (Bogunovic et al., 2009) de la 
lámina propria y las DCs CD103+ de la dermis en condiciones homeostáticas (King et al., 
2010). Asimismo, GM-CSF ha sido implicado en la diferenciación de las DCs inflamatorias que 
se acumulan en distintos tejidos en un modelo de artritis inducida por colágeno (Campbell et 
al., 2011) y en un modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) (King et al., 
2010). Por el contrario, un trabajo reciente, propone que la señalización a través del receptor 
de GM-CSF es necesaria para la generación de las DCs residentes en los tejidos no linfoides 
en situación de reposo mientras que la generación de DCs inflamatorias en distintos modelos 
de infección aguda es independiente de GM-CSF pero dependiente de M-CSF (Greter et al., 
2012a). 
 
Por otro lado, estudios realizados in vitro a partir de monocitos diferenciados en presencia de 
M-CSF, daban lugar a células con un fenotipo similar al de los macrófagos y con propiedades 
fagocíticas (Fleetwood et al., 2007). Posteriormente, se describió que M-CSF es un factor 
esencial en la generación, desarrollo y diferenciación del linaje fagocítico mononuclear, entre 
los que se encuentran los monocitos y los macrófagos titulares (Chitu and Stanley, 2006); 
(Hamilton, 2008). Los ratones Csf1op/Csf1op portan una mutación espontánea que inactiva el 
gen Csf1 que codifica la proteína M-CSF, lo que se traduce en una deficiencia en el número de 
macrófagos en distintos tejidos incluyendo los osteoclastos, dando lugar a osteopetrosis entre 
otros defectos (Yoshida et al., 1990); (Cecchini et al., 1994). Los ratones deficientes en el gen 
que codifica el receptor de M-CSF (también conocido como CD115) presentan incluso un 
fenotipo más grave (Dai et al., 2002), ya que carecen de las LCs de la epidermis y de la 
microglia (Ginhoux et al., 2006); (Ginhoux et al., 2010). Estas diferencias entre los dos 
fenotipos sugerían la existencia de otro ligando específico del receptor. IL-34 fue identificado 
como otro ligando del receptor de M-CSF (Lin et al., 2008), con funciones complementarias a 
las de M-CSF (Wei et al., 2010). Recientemente, diversos trabajos han explorado su función in 
vivo mediante la generación de ratones deficientes en la citoquina, y han descrito que IL-34 es 
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necesaria para el desarrollo embrionario de la LCs pero no para el de la microglia, y que es 
crucial para la homeostasis de ambas poblaciones en la edad adulta (Wang et al., 2012); 
(Greter et al., 2012b). Muy pocos trabajos han abordado el papel in vivo de ambas citoquinas 
GM-CSF, M-CSF y sus receptores en el control de la diferenciación de monocitos a DCs o 
macrófagos respectivamente, tanto en homeostasis como en situación de inflamación (King et 
al., 2009); (MacDonald et al., 2010). Además la ausencia de estudios comparativos hace que la 
función de ambas citoquinas tanto en reposo como durante procesos infecciosos en los que el 
reclutamiento y diferenciación de monocitos resulta crucial, quede todavía por determinar. 
 
Tal y como se ha detallado anteriormente, estudios previos realizados en nuestro laboratorio, 
demostraron el potencial de los monocitos para generar moDCs in vivo durante la respuesta 
inmune contra el parásito L. major (Leon et al., 2007). Sin embargo, hay cuestiones que 
continúan sin estar completamente esclarecidas y que resultan muy controvertidas, como por 
ejemplo, el origen y la función de las distintas subpoblaciones de DCs generadas durante un 
proceso infeccioso, los factores que determinan la diferenciación in vivo de los monocitos a 
DCs, el potencial de los monocitos para la generación de macrófagos in vivo en situaciones de 
inflamación o el recambio celular de monocitos, DCs y macrófagos mediante proliferación in 
situ durante procesos infecciosos. Por este motivo, decidimos utilizar este modelo de infección, 
ya establecido en nuestro laboratorio, para tratar de esclarecer algunas de estas cuestiones. 
 
2. LEISHMANIA MAJOR 
 
La leishmaniasis está causada por el parásito protozoario del género Leishmania y se transmite 
por la picadura de las hembras de los mosquitos pertenecientes a los géneros Phlebotomus y 
Lutzomyia (Killick-Kendrick, 1990). La leishmaniasis es una de las enfermedades tropicales 
más importantes de la que ya existen unos 12 millones de casos en todo el mundo; 350 
millones de personas están en riesgo de contraer alguna de sus formas clínicas y que provoca 
alrededor de 70.000 muertes al año (Murray et al., 2005). 
 
Algunas especies de Leishmania, como L. major, L. tropica, L. mexicana, L. braziliensis, cursan 
con leishmaniasis cutánea y mucocutánea, que se caracteriza por la aparición de úlceras y 
llagas en la piel o las mucosas, localizadas o difusas, que pueden curarse espontáneamente o 
permanecer de manera crónica dependiendo de la respuesta inmune del hospedador. La forma 
más virulenta de la enfermedad es la llamada leishmaniasis visceral causada por las especies 
L. donovani y L. infantum, que se disemina a distintos órganos, en especial el hígado, el bazo y 
la médula ósea y produce fiebre, hepato-esplenomegalia, anemia y desnutrición. 
 
Leishmania es un parásito intracelular obligado que infecta principalmente a las células del 
sistema fagocítico mononuclear, es decir, monocitos, macrófagos y células dendríticas. Su 
entrada a estas células hospedadoras está mediada por distintos receptores. En la dermis, los 
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macrófagos residentes fagocitan los promastigotes de L. major a través del receptor 3 del 
complemento (CR3), inactivando las células infectadas y permitiendo así su replicación en el 
sitio de infección (Mosser and Edelson, 1985); (Schonlau et al., 2000). Sin embargo, en el caso 
de las DCs, la internalización del parásito se produce a través de los receptores FcγRI y FcγRIII 
y es dependiente de la producción de IgGs para la opsonización de los parásitos (Woelbing et 
al., 2006). Una vez internalizado, el parásito puede inhibir de manera activa la respuesta 
inmune del hospedador y modula el microambiente promoviendo la producción de citoquinas 
anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-β e inhibiendo la producción de IL-12, óxido nítrico y 
especies reactivas de oxígeno para favorecer su replicación y diseminación (Mougneau et al., 
2011). 
 
2.1. Ciclo de vida del parásito Leishmania 
 
Leishmania es un parásito intracelular que presenta dos morfologías durante su ciclo vital. Las 
formas alargadas, flageladas y móviles del parásito se llaman promastigotes procíclicos que 
residen en el intestino del mosquito donde tras distintas etapas de diferenciación se 
transforman en promastigotes metacíclicos que es la forma infectiva y no replicativa del 
parásito (Sacks and Kamhawi, 2001). Éstos migran a la válvula faríngea y son inoculados al 
hospedador durante la picadura del mosquito junto con proteofosfoglicanos derivados del 
parásito y otros componentes de la saliva que modulan el microambiente para favorecer la 
supervivencia del parásito. Tras su inoculación en la dermis, los promastigotes metacíclicos 
son fagocitados por las células presentes en el entorno como son los neutrófilos, los 
macrófagos residentes y las células dendríticas. 
 
                                  Kaye et al., 2011 Nat Rev Microbiol 
Figura 4. Ciclo vital del parásito Leishmania sp. 
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En el interior de la célula, estos promastigotes metacíclicos se diferencian en amastigotes que 
se caracterizan por su forma redondeada y no flagelada, y comienzan a replicarse hasta 
ocasionar la lisis de la célula infectada liberándose al medio extracelular. Estos amastigotes se 
unen a las inmunoglobulinas G del hospedador formando inmunocomplejos que son 
fagocitados por otras células a través de su receptor Fcγ (Miles et al., 2005). Leishmania 
modula diferentes vías de señalización de la célula infectada para favorecer su replicación 
intracelular facilitando de esa manera la invasión de nuevas células y diseminando la infección 
a otros tejidos. El ciclo se completa cuando estas células fagocíticas infectadas son captadas 
junto con la sangre durante la picadura de otro mosquito; una vez en el intestino los 
amastigotes son liberados y comienzan de nuevo su diferenciación a promastigotes procíclicos. 
 
 
2.2. Inmunidad innata contra Leishmania major 
 
Clásicamente se ha considerado que los macrófagos eran las principales células diana de este 
patógeno intracelular, sin embargo distintos estudios han demostrado, tanto in vitro como in 
vivo, que el rango de células hospedadoras es mucho más amplio, incluyendo células 
hematopoyéticas y no hematopoyéticas como los fibroblastos. 
 
En este sentido, se ha observado que promastigotes de L. major son rápidamente fagocitados 
por neutrófilos in vitro pero son capaces de sobrevivir dentro del fagosoma. Estos neutrófilos 
infectados inducidos a entrar en apoptosis son fagocitados a su vez por macrófagos añadidos 
al cultivo, que al ser una internalización mediada por receptores evita la activación de cualquier 
mecanismo de defensa y transfiriere los promastigotes intactos al fagosoma del macrófago 
(Ravichandran and Lorenz, 2007); (Laskay et al., 2003). Por este motivo, se ha sugerido que 
los neutrófilos puedan actuar como caballos de Troya favoreciendo el establecimiento de la 
infección. Además, mediante microscopía de excitación de dos fotones se ha demostrado que 
durante infección por L. major, los neutrófilos son rápidamente reclutados al sitio de inoculación 
y que son infectados por el parásito in vivo durante las etapas tempranas de la infección 
(Peters et al., 2008). Un trabajo reciente, muestra que estos neutrófilos infectados son 
capturados por las DCs dermales lo que resulta en la inhibición de la respuesta inmune 
específica contra el parásito (Ribeiro-Gomes et al., 2012). 
 
Aunque los neutrófilos participan activamente en las primeras etapas de la infección, son las 
células fagocíticas en las que Leishmania se replica y en las que reside de manera latente tras 
la resolución de la infección. En concreto, se ha observado mediante experimentos de 
microscopía de excitación de dos fotones, que en la dermis del ratón, tras inoculación de 
Leishmania major, las DCs dermales capturan el parásito durante las primeras horas de 
infección en un proceso dinámico que implica la extensión de pseudópodos (Ng et al., 2008). 
Los macrófagos residentes de la dermis también son rápidamente infectados, siendo la 
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población dominante 24 horas tras la infección (Peters et al., 2008), sin embargo, el mecanismo 
de captura in vivo sigue siendo desconocido. Tampoco se ha esclarecido si estas DCs y 
macrófagos pueden transportar los parásitos desde el foco de infección a los ganglios linfáticos 
drenantes y participar en la inducción de la inmunidad adaptativa. Un mecanismo que ha sido 
propuesto se basaría en la inhibición de la maduración de los endosomas tardíos de las DCs 
que han internalizado el parásito de L. major. De esta manera, el parásito impide el 
reclutamiento de la GTPasa RAB7 evitando así la fusión de los endosomas tardíos con los 
lisosomas, y asegurándose su viabilidad y posterior transporte hasta los ganglios linfáticos 
(Korner et al., 2006). 
 
Por otro lado, como se ha comentado anteriormente, durante estos procesos infecciosos e 
inflamatorios se produce un fuerte reclutamiento de monocitos y otros precursores. A este 
respecto, se ha propuesto que este reclutamiento al sitio de infección durante infección por L. 
major podría estar regulado por los neutrófilos mediante la secreción de CCL3 (Charmoy et al., 
2010). Otra hipótesis está basada en la activación del complemento debido a la potente 
respuesta inmune inducida en la dermis tras la inoculación del parásito. A continuación se 
produce una gran acumulación de plaquetas en la zona, que secretan PDGF (del inglés platelet 
derived growth factor) estimulando la producción local de CCL2 por fibroblastos y otras células 
intersticiales y creando un gradiente de esta quimioquina que haría migrar a los monocitos 
desde la médula ósea hasta la dermis (Goncalves et al., 2011). 
 
De nuevo, cabe destacar la contribución de estudios previos realizados en nuestro laboratorio 
en los que en este mismo modelo de infección demostraron que los monocitos reclutados al 
sitio de infección se diferencian in situ en DCs dermales, que secretan IL-12, citoquina esencial 
en la inducción de respuestas protectoras de tipo Th1 (Leon et al., 2007); (De Trez et al., 2009). 
Por otra parte, se ha visto que ratones deficientes en el receptor de quimioquinas CCR2, 
necesario para la extravasación de monocitos de la médula ósea a la sangre, desarrollan una 
respuesta no protectiva de tipo Th2 durante infección por L. major (Sato et al., 2000). Sin 
embargo, también se ha sugerido, que estas DCs derivadas de monocitos al estar altamente 
infectadas, puedan contribuir a la progresión de la lesión (De Trez et al., 2009). Por todo ello, el 
papel de esta subpoblación queda todavía por determinar. 
 
 
2.3. Inmunidad adaptativa contra Leishmania major 
 
Las células hospedadoras del parásito Leishmania descritas anteriormente, juegan un papel 
fundamental en la unión entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa contra el mismo. 
Debido a esto, la mayoría de los trabajos se han centrado en definir cuales son los mediadores 
celulares responsables de la inducción de la respuesta inmune adaptativa. 
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Los ganglios linfáticos que drenan el sitio de infección son esenciales en el desarrollo de la 
respuesta inmune adaptativa contra el parásito. Una respuesta efectiva y protectora contra 
Leishmania se basa en la diferenciación de los linfocitos T CD4+ hacia un entorno Th1, capaz de 
inducir respuestas proinflamatorias y citotóxicas mediante la producción IFN-γ y/o TNF-α y 
esencial en la activación de macrófagos y DCs para la eliminación del patógeno a través de la 
secreción de mediadores microbicidas como óxido nítrico y especias reactivas de oxígeno. A 
este respecto, las DCs juegan un papel muy importante no sólo en el procesamiento y 
presentación antigénica a las células T CD4+, si no también a través de la secreción de 
citoquinas como IL-12 e interferón de tipo I promoviendo la polarización de las células Th1 
(Woelbing et al., 2006); (Filippi et al., 2003). Esto se da en cepas de ratones genéticamente 
resistentes a la infección, como por ejemplo en ratones con fondo C57BL/6 (Malherbe et al., 
2000). Sin embargo, en cepas genéticamente susceptibles, como es el caso del fondo Balb/c, 
la respuesta de las células T se polariza hacia un entorno de tipo Th2 debido a la secreción de 
citoquinas como IL-4, IL-5 y IL-13. 
 
Por el contrario, el papel de los linfocitos T CD8+ durante leishmaniasis cutánea no ha sido bien 
definido. En un modelo de infección con una dosis baja del parásito, las células T CD8+ 
resultan esenciales en la resolución de la infección primaria (Belkaid et al., 2002), debido en 
parte a la capacidad del INF-γ para inducir la polarización de respuestas Th1 (Uzonna et al., 
2004). Como se indica anteriormente, las DCs derivadas de monocitos que infiltran la lesión 
son importantes para la inducción de respuestas tipo Th1 por las células T CD4+ en infección 
por L. major. Sin embargo, más tarde se describió que la activación de las células T CD8+ en 
este mismo modelo, es dependiente de las DCs dermales que expresan langerina, ya que la 
depleción de estas últimas disminuía la respuesta de las células T CD8+ sin afectar la 
respuesta de las CD4+ (Brewig et al., 2009). 
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Estudios previos realizados en este laboratorio utilizando el modelo de infección subcutánea 
por el parásito Leishmania major, pusieron de manifiesto el potencial que presentan los 
monocitos como precursores de células dendríticas in vivo y que esta diferenciación se 
producía de forma local en los distintos focos inflamatorios. Así mismo, se describió como en 
particular las DCs diferenciadas a partir de monocitos reclutados a la dermis, son la principales 
responsables de la inducción de la respuesta T CD4+ de tipo Th1 específica contra el parásito 
en ratones resistentes a la infección. Sin embargo, continúan sin estar esclarecidas muchas de 
las cuestiones que conciernen a la diferenciación de estas DCs inflamatorias. Por ese motivo, 
decidimos utilizar este modelo ya establecido en nuestro laboratorio para abordar los siguientes 
objetivos: 
 
I) Contribución de los monocitos a la generación de las distintas subpoblaciones de 
DCs inflamatorias presentes tanto en la dermis como en el PO-LN durante la 
respuesta inmunológica inducida por la infección con Leishmania major mediante el 
uso de ratones deficientes para el receptor CCR2. 
 
II) Origen de las DCs dermales presentes en el PO-LN de ratones infectados por 
Leishmania major mediante el análisis de ratones deficientes para el receptor de 
CCR2, el estudio del grado de infección, el análisis de su capacidad de migración 
al PO-LN y el estudio del estado de proliferación de dicha subpoblación. 
 
III) Factores implicados en el proceso de diferenciación de monocitos a DCs durante la 
infección con Leishmania major mediante el uso de ratones deficientes para el 
receptor de GM-CSF, bloqueo de la señalización a través de IL-3 y ratones 
deficientes para el receptor Flt3. 
 
IV) Análisis de la diferenciación de macrófagos durante la infección con Leishmania 
major. 
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MATERIALES BIOLÓGICOS 
 
1.1.  Ratones 
Los ratones de las cepas C57BL/6 fueron suministrados por Harlan (Bicester, UK). 
Los ratones de la cepa CCR2 KO en fondo genético C57BL/6 fueron cedidos por el Dr. 
Frank Tacke del RWTH-University Hospital Aachen, Aachen, Germany. 
Los ratones de la cepa GM-CSFR KO en fondo genético C57BL/6 fueron cedidos por el 
Prof. Don Metcalf del Walter and Eliza Hall Institute of Medical Research, Parkville, 
Australia. 
Los ratones de la cepa FLT3 KO en fondo genético C57BL/6 fueron cedidos por la Dra. 
Ewa Sitnicka del Lund Research Center for Stem Cell Biology and Cell Therapy, Lund, 
Sweden. 
 
Todos los animales fueron mantenidos bajo condiciones libres de patógenos. En la 
experimentación se utilizaron animales de edades comprendidas entre las 8 y 12 semanas 
y se respetaron las recomendaciones europeas sobre ética de experimentación animal 
durante los procesos de cría, manipulación y sacrificio. 
 
1.2.  Líneas celulares y patógenos 
Las líneas de hibridoma utilizadas para la producción de anticuerpos monoclonales de 
ratón (purificados, biotinilados o fluoresceinados) se encuentran reflejados en la Tabla 1. 
Las cepas de Leishmania major salvaje (WHOM/IR/173) y roja fluorescente (WHOM/IR/13 
DsRed+) fueron cedidas por Dr. Nicolas Glaichenhaus, del Institut Nacional de la Santé et 
de la Recherche Médicale, Nice, France. 
 
 
2. REACTIVOS 
 
2.1.  Medios de cultivo 
Para el cultivo de los hibridomas, así como para los cultivos primarios de monocitos se 
empleó medio RPMI 1640 suplementado con 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de 
estreptomicina, 2 µM de L-glutamina, 50 µM de 2β-mercaptoetanol, 1 mM de sodio 
piruvato, todos de Invitrogen (Carlsbad, CA) suplementado con un 10% de suero fetal de 
ternera (FCS, del inglés, fetal calf serum) de Harlan (Sera-Lab, UK). Para el cultivo del 
parásito Leishmania major se empleó medio para células de insecto Schneider’s 
Drosophila Médium suplementado con 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina, 
50 µM de 2β-mercaptoetanol y un 20% de suero fetal de ternera (FCS) de Harlan (Sera-
Lab, UK). 
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2.2.  Anticuerpos monoclonales 
Los mAbs utilizados en este trabajo se resumen en la Tabla 1. Algunos mAbs fueron 
purificados con columnas de proteína G-sefarosa (Amersham Bioscience) siguiendo las 
instrucciones de la casa comercial a partir del sobrenadante del cultivo de los hibridomas. 
El resto de mAbs fueron adquiridos en distintas casas comerciales en forma purificada o 
conjugada con biotina, FITC (isotiocinato de fluoresceína), PE (ficoeritrina), APC 
(aloficocianina) o PerCP (peridina de clorofila-a). 
 
 
 
 
3. METODOLOGÍA 
 
3.1.  Preparaciones celulares 
 
3.1.1. Suspensiones celulares de médula ósea 
La obtención de células de médula ósea se realizó a partir del fémur y la tibia, 
mediante la inyección de tampón fosfato salino (phosphate buffered saline, PBS) a 
través del canal medular. De la suspensión celular obtenida se eliminaron los eritrocitos 
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mediante lisis, durante 30 segundos a temperatura ambiente, con un buffer de lisis 
eritrocitario compuesto por cloruro amónico (Panreac). Después se filtro a través de 
una malla de 45 µm, y se lavó dos veces con PBS suplementado con 5 mM EDTA 
(Panreac, Barcelona, España) y un 3% de FCS. 
 
3.1.2. Suspensiones celulares de sangre 
Tras el sangrado del ratón, se trató la suspensión varias veces con un tampón de lisis 
eritrocitaria que contenía cloruro amónico (Panreac) y se lavaron en PBS con 3% FCS 
y 5 mM EDTA. 
 
3.1.3. Suspensiones celulares de ganglios linfáticos y dermis 
Se prepararon suspensiones celulares a partir de ganglios linfáticos periféricos 
(poplíteos y auriculares), y de tejidos derivados de la dermis de la almohadilla plantar 
de ratones infectados con Leishmania major, para la caracterización de las poblaciones 
presentes, especialmente monocitos y DC. Los órganos y tejidos fueron cortados en 
pequeños trozos y digeridos con 0,5 mg/ml Colagenasa A (Roche, Mannheim, 
Alemania) y 40 mg/ml de Dnasa I (Roche) en medio RPMI suplementado con un 3% 
FCS durante 10 minutos (ganglios linfáticos) o 40 minutos (dermis) a 37ºC. Los 
fragmentos digeridos se disgregaron mecánicamente y se hicieron pasar a través de un 
filtro de 40 µm (BD Biosciences, San Diego, CA). Las suspensiones celulares obtenidas 
fueron lavadas dos veces en PBS con 3% FCS, 5 mM EDTA y 5 mg/ml Dnasa I. 
 
A continuación, para eliminar células muertas y restos de tejido, se realizó una 
centrifugación en un gradiente de densidad con Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, 
Uppsala, Suecia) a 700g, durante 30 minutos. Se recogieron las células de la interfase 
y se lavaron en PBS con 3% FCS y 5 mM EDTA. La suspensión celular procedente de 
la cavidad peritoneal, se obtuvo después de realizar varios lavados con PBS con una 
jeringa y una aguja de 25G. Todas las suspensiones celulares se resuspendieron en 
PBS con 3% FCS y 5 mM EDTA para los sucesivos pasos de enriquecimiento, 
purificación o tinción celular para citometría de flujo o microscopía que se detallan 
continuación. 
 
3.1.4. Fracciones celulares enriquecidas en DCs 
Las suspensiones celulares procedentes de los ganglios linfáticos de los ratones 
infectados con Leishmania major fueron enriquecidas en células derivadas de 
monocitos y DCs mediante la depleción de células B, células T, células NK y neutrófilos 
por métodos inmunomagnéticos. Se incubaron primero con mAb anti-CD19, anti-CD3, 
anti-CD49b y anti-Ly6G, todos ellos conjugados con biotina, y después con 
microesferas conjugadas con estrepto-avidina (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch 
Gladbach, Alemania). 
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3.2.  Aislamiento de poblaciones celulares 
 
3.2.1. Aislamiento de monocitos 
Los monocitos fueron aislados mediante selección negativa a partir de suspensiones 
celulares de médula ósea tratadas con tampón de lisis eritrocitaria. Se deplecionaron 
las células T, células B, DC, granulocitos, neutrófilos y células NK utilizando esferas 
magnéticas conjugadas con anti-IgG de rata (Dynal-Invitrogen), a una relación 
esfera:célula de 7:1, después de la incubación con mAbs anti-CD90.2, B220, MHC-II, 
CD43 y CD24. Después de la depleción inmunomagnética, las preparaciones tenían 
una pureza superior al 90%. Para algunos experimentos de cocultivo o transferencia, 
se obtuvieron preparaciones de monocitos altamente purificadas, con una pureza 
superior al 98%, mediante enriquecimiento posterior por incubación con mAb anti-
CD11b unido directamente a las microesferas (MACS) y consiguiente selección 
positiva por métodos inmunomagnéticos. 
 
3.2.2. Aislamiento de DCs de los cultivos de moDCs 
Se purificaron por selección positiva las DCs utilizando métodos inmunomagnéticos, 
mediante incubación secuencial con mAb anti-CD11c conjugado con biotina y 
microesferas conjugadas con estrepto-avidina (MACS). 
 
3.2.3. Aislamiento de monocitos de los cultivos de moDCs 
Se purificaron por selección positiva los monocitos utilizando métodos 
inmunomagnéticos, mediante incubación secuencial con mAb anti-CD11b conjugado 
con biotina y microesferas conjugadas con estrepto-avidina (MACS). 
 
3.3.  Cultivos celulares 
 
3.3.1. Mantenimiento de los cultivos de Leishmania major 
Los promastigotes de Leishmania major se crecieron en anaerobiosis, en una estufa a 
26ºC, en botellas de cultivo de 25 cm2, con un volumen inicial de 20 ml y se 
mantuvieron en cultivo durante 5-6 días hasta alcanzar la fase estacionaria de 
crecimiento. Para preservar la infectividad de los parásitos, se realizaron pases in vivo 
mediante infecciones periódicas en ratones Balb/c, obteniéndose las formas infectivas 
a partir del cultivo de los homogeneizados de los ganglios linfáticos. Tras la obtención 
en cultivo de promastigotes en fase exponencial, los parásitos se congelaron en 
nitrógeno líquido. En el manejo de los cultivos de parásitos se emplearon siempre 
técnicas estériles y se tuvieron en cuenta las precauciones indispensables según la 
normativa europea vigente para el cultivo de agentes patógenos. 
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3.3.2. Diferenciación de DCs y Mφ  derivados de monocitos 
Los monocitos aislados a partir de médula ósea de ratón se cultivaron durante 24 o 48 
horas, en placas de 24 pocillos, a una concentración de 0,15 x 106 células/ml en medio 
RPMI al 10%FCS en presencia de 20 ng/ml de GM-CSF (Peprotech, Rocky Hill, NJ) o 
20 ng/ml de M-CSF (Peprotech). 
 
3.3.3. Diferenciación de DCs in vitro en presencia de promastigotes o amastigotes 
de Leishmania major 
Para estudiar el efecto de Leishmania major en la diferenciación de DCs a partir de 
monocitos, los monocitos purificados de la médula ósea de ratones C57BL/6 fueron 
cultivados a una concentración de 0,15 x 106 células/ml durante 24 o 48 horas, en 
placas de 24 pocillos en medio RPMI al 10%FCS en presencia de 20 ng/ml GM-CSF, 
20 ng/ml M-CSF, promastigotes o amastigotes de Leishmania major, a una relación 
parásito/monocito de 3:1 o combinación de estos estímulos. Al cabo de este tiempo, las 
células se analizaron fenotípicamente por citometría de flujo. 
 
3.4. Microscopía óptica 
Las suspensiones celulares citocentrifugadas sobre portaobjetos a una velocidad de 600 
r.p.m durante 10 minutos, fueron analizadas utilizando un microscopio óptico Leica Leitz 
DMRB equipado con una cámara digital Olympus DP70. 
 
3.5.  Microscopía confocal 
El análisis por inmunofluorescencia de monocitos y moDCs diferenciados en presencia de 
Leishmnaia major tras la separación de las distintas poblaciones mediante métodos 
inmunomagnéticos, se realizó sobre portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina (Sigma).  
 
El marcaje por inmunofluorescencia se llevó a cabo en cámara húmeda. En primer lugar, 
los portaobjetos se incubaron con 0,5 mg/ml de poli-L-lisina durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. A continuación, se lavaron los portaobjetos con PBS y se añadieron 
las suspensiones celulares en RPMI al 0,5% FCS y se incubó de 1 a 2 horas a 37ºC. 
Seguidamente, las células se fijaron con paraformaldehido (Merck) al 4% durante 10 
minutos a temperatura ambiente, y después se lavaron de nuevo con PBS 150 mM NaCl 
(Prolabo, VWR, Leuven, Bélgica). Posteriormente, se bloquearon las preparaciones con 
una solución de bloqueo (1% BSA (Sigma), 0,1% goat serum, 0,05% Tween-20 (Merck), 50 
mM NaCl en PBS) durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
 
En esta misma solución de bloqueo se prepararon los anticuerpo primarios y secundarios 
contra las moléculas de interés. Se incubaron las preparaciones durante 20 minutos a 
temperatura ambiente con el anticuerpo primario, en este caso anti-CD11b, anti-Ly6C o 
anti-MHC-II. Después de lavar con la solución de bloqueo, se incubaron durante 20 
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minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-rat IgG Alexa 647, anti-
rat Alexa 488 o anti-neutraavidina Alexa 488. Por último, los portaobjetos se montaron 
poniendo un cubre utilizando Fluoromount-G (SouthernBiotech) para su posterior análisis 
por microscopía confocal. 
 
Las preparaciones se analizaron utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM 510 META. 
La lista completa de los anticuerpos para microscopía confocal utilizados en este trabajo se 
encuentra recogida en la Tabla 2. 
 
 
 
 
3.6. Tinción GIEMSA 
Se analizó la morfología de los eosinófilos realizando una tinción Giemsa sobre cytospins 
de las células Siglec-F+ aisladas de la dermis tras su separación celular por citometría de 
flujo. Las preparaciones se incubaron durante 10 minutos con el reactivo Giemsa-Wright 
concentrado (Sigma) y otros 10 minutos con el reactivo Giemsa-Wright diluido en agua. 
Posteriormente, se lavaron con agua destilada hasta eliminar el exceso de colorante; por 
último, se dejaron secar completamente antes de su análisis bajo un microscopio óptico. 
 
3.7. Ensayos in vivo 
 
3.7.1. Infección in vivo con promastigotes de Leishmania major 
Los ratones fueron inyectados con 2 x 106 promastigotes de Leishmania major en fase 
estacionaria de crecimiento, en 50 µl de PBS, subcutáneamente, en la almohadilla 
plantar de la extremidad posterior derecha, con una aguja de 29G o con 106 
promastigotes de Leishmania major en fase estacionaria de crecimiento, en 20 µl de 
PBS, intradérmicamente, en la oreja. Todos los experimentos fueron realizados en 
conformidad con la normativa institucional y aprobados por el comité local de 
experimentación animal. 
 
3.7.2. Tratamiento con mAb anti-mouse IL3 
Los ratones C57BL/6 o GM-CSFR KO infectados 2 días antes con Leishmania major 
en la almohadilla plantar, fueron tratados durante seis días consecutivos con 40 
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µg/ratón del mAb anti-IL3 o su correspondiente control de isotipo anti-IgG1 (Biolegend, 
San Diego, CA), administrado intraperitonealmente. La dermis y los ganglios poplíteos 
se analizaron el día 9 después de la infección con el parásito. 
 
3.7.3. Tratamiento con mAb anti-MCSF-R 
Los ratones C57BL/6, infectados 2 semanas con Leishmania major en la almohadilla 
plantar, fueron tratados cada dos días, hasta la semana 4 de infección, con 200 
µg/ratón del mAb anti-MCSF-R o su correspondiente control de isotipo, administrado 
intraperitonealmente. La dermis, los ganglios poplíteos, y las células de la cavidad 
peritoneal se analizaron en la semana 4 después de la infección con el parásito. 
 
3.7.4. Sensibilización de la dermis para detectar la migración de DCs 
Los ratones C57BL/6 o CCR2 KO, infectados 3 semanas antes en la oreja con 
Leishmania major, fueron sensibilizados con una solución de FITC (del inglés 
fluorescein isothiocyanate isomer I, Sigma) al 1% de concentración final disuelto en 
una mezcla 1:1 (vol:vol) de dibutil-ftalato (Sigma) y acetona (Merck). La solución fue 
aplicada en la cara externa de la oreja con ayuda de un hisopo. A las 16 horas tras la 
aplicación, se analizaron los ganglios auriculares. 
 
3.7.5. Análisis de la proliferación de las subpoblaciones de DCs mediante 
incorporación de BrdU 
Los ratones C57BL/6, sin infectar o infectados 3 semanas antes con Leishmania major 
en la almohadilla plantar, fueron inyectados con 1 mg/ratón de BrdU (del inglés 5-
bromo-2'-deoxyuridine, Sigma) intraperitonealmente. A las 4, 16 o 36 horas tras la 
inyección, se analizó la proliferación de las distintas subpoblaciones de DCs tanto la 
dermis como los ganglios poplíteos mediante el kit comercial FITC BrdU Flow Kit (BD 
Pharmingen, San Jose, CA) siguiendo las instrucciones de la casa comercial y tras la 
incubación con el anticuerpo anti-BrdU-FITC (BD Pharmingen) para su detección por 
citometría de flujo. 
 
3.7.6. Transferencia de monocitos en ratones infectados con Leishmania major 
Los monocitos fueron aislados de la médula ósea de ratones C57BL/6, y fueron 
purificados mediante incubación con mAb anti-CD11b unido directamente a las 
microesferas (MACS) y consiguiente selección positiva por métodos 
inmunomagnéticos. A continuación, fueron marcarlos con la sonda intracelular 
fluorescente carboxifluoresceina (CFSE del inglés carboxifluorescein succinimidyl 
ester, Molecular Probes, Invitrogen, Oregon, USA) a una concentración 1 µM, durante 
20 minutos a 37ºC. Unos 7 x 106 monocitos fueron inyectados intravenosamente en 
ratones C57BL/6 y CCR2 KO previamente infectados, 12 días o 4 semanas antes, con 
Leishmania major en la almohadilla plantar. Las células derivadas de los monocitos 
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transferidos, fueron analizadas a las 12, 24 o 72 horas mediante citometría de flujo, en 
la dermis infectada y los ganglios linfáticos. 
 
3.8.  Citometría de flujo 
Todas las tinciones se realizaron incubando primero con los mAbs biotinilados diluidos en 
PBS 5 mM EDTA suplementado con 3% FCS, durante 20 minutos, en un volumen de 30 µl 
por cada 106 células, a 4ºC y en oscuridad. Posteriormente, se incubaron con otra capa de 
anticuerpos conjugados directamente con diferentes fluorocromos (FITC, PE y APC) junto 
con la estreptoavidina conjugada con PerCP (BD Pharmingen), que se une a los 
anticuerpos biotinilados; esta incubación se realizó en el mismo tampón durante 15 minutos 
a 4ºC y en oscuridad. 
 
En todas las tinciones los receptores de la fracción constante de las inmunoglobulinas 
(FcR) fueron bloqueados previamente con mAb purificados anti-FcγRII/III. 
 
3.8.1. Caracterización de monocitos aislados de médula ósea 
Los monocitos aislados de médula ósea se analizaron en base al doble marcaje con 
mAb anti-Ly6C-FITC y anti-CD11b-PE, después de cada proceso de aislamiento. 
 
3.8.2. Caracterización de las DCs y de los macrófagos diferenciados in vitro 
derivados de monocitos 
Las DCs derivadas de monocitos fueron definidas a través del doble marcaje con anti-
MCH-II-FITC y anti-CD11c-APC. Los macrófagos derivados de monocitos fueron 
definidos a través del doble marcaje con anti-F4/80-APC y anti-Ly6C-FITC. La 
caracterización de ambas poblaciones se llevó a cabo utilizando anticuerpos 
biotinilados anti-CD11b, CD86, que fueron revelados con estreptoavidina-PerCP. 
 
3.8.3. Marcaje intracelular 
Para la detección de iNOS se llevo a cabo un marcaje intracelular. En primer lugar, se 
realizó la tinción en superficie de las moléculas expresadas en la membrana, de la 
forma descrita anteriormente, pero con los anticuerpos al doble de concentración. A 
continuación se fijaron las células con paraformaldehido (Panreac) al 4% en PBS, en 
un volumen de 50 µl durante 10 minutos a 4ºC. Después de lavar las células, se realizó 
el marcaje intracelular compuesto de tres capas: anti-iNOS (Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA), seguido de goat anti-rabbit biotinilado (Jackson Immunoresearch, West 
Grove, PA) y estreptoavidina-PerCP. Los 3 anticuerpos se diluyeron en PBS 
suplementado con 2% saponina (Sigma) para permeabilizar las células, y 0,5% BSA 
(Sigma) para bloquear las uniones inespecíficas; las incubaciones se llevaron a cabo 
durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. 
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3.8.4. Análisis de las subpoblaciones celulares en el ganglio linfático de ratones 
infectados con Leishmania major 
El análisis fenotípico de los monocitos y las DCs de los ganglios linfáticos de ratones 
infectados con Leishmania major fue realizado en suspensiones celulares tratadas con 
colagenasa y enriquecidas en DCs por depleción inmunomagnética, mediante 
citometría de flujo, después de la tinción con anti-Ly6C-FITC, anti-CD11b-PE y anti-
CD11c-APC o anti-Ly6C-FITC, anti-MHC-II-PE y anti-CD11c-APC y los mAbs 
conjugados con biotina anti-CD86, B220, CD4, CD8α, CD11b, F4/80, MHC-II, CCR7, 
CD103, CD115, Sirp-α o CD207, seguidos de estreptoavidina-PerCP. 
 
3.8.5. Análisis de las subpoblaciones celulares en la dermis de ratones infectados 
con Leishmania major 
El análisis fenotípico de los monocitos y las DCs de la dermis de ratones infectados 
con Leishmania major fue realizado en suspensiones celulares tratadas con 
colagenasa, mediante citometría de flujo, después de la tinción con anti-MHC-II-FITC, 
anti-Ly6G-PE y anti-CD11c-APC o anti-Ly6C-FITC, anti-MHC-II-PE junto con anti-
Ly6G-PE y anti-CD11c-APC y los mAbs conjugados con biotina anti-CD86, B220, CD4, 
CD8α, F4/80, CCR7, CD103, CD115, Sirp-α o CD207, seguidos de estreptoavidina-
PerCP. 
 
3.8.6. Análisis de las subpoblaciones celulares infectadas por Leishmania major 
La caracterización de las células infectadas por los parásitos rojos fluorescentes 
DsRed+ de Leishmania major, fue realizada en suspensiones celulares tratadas con 
colagenasa de la dermis infectada y en suspensiones celulares tratadas con 
colagenasa y enriquecidas en DCs de los ganglios linfáticos, mediante citometría de 
flujo, después de la tinción con anti-Ly6C-FITC y anti-CD11c-APC y los mAbs 
conjugados con biotina anti-Ly6G, CD11b o MHC-II, seguidos de estreptoavidina-
PerCP. 
 
3.8.7. Análisis de las células derivadas de los monocitos marcados con CFSE 
transferidos en ratones infectados con Leishmania major 
El análisis fenotípico de las células derivadas de monocitos, transferidos en ratones 
infectados con Leishmania major, fue realizada mediante citometría de flujo, en 
suspensiones celulares tratadas con colagenasa de la dermis infectada y en 
suspensiones celulares tratadas con colagenasa y enriquecidas en DCs de los ganglios 
linfáticos, después de la tinción con anti-MHC-II-PE junto con anti-Ly6G-PE y anti-
CD11c-APC y los mAbs conjugados con biotina anti-Ly6C para la dermis y anti-CD11b-
PE y anti-CD11c-APC o anti-MHC-II-PE y anti-CD11c-APC y los mAbs conjugados con 
biotina anti-Ly6C para los ganglios linfáticos. 
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El análisis de las tinciones de citometría de flujo fue realizado en un FACSCalibur (BD 
Biosciences), usando el software CELL Quest (BD Biosciences).  
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ESTUDIO DE LA CINÉTICA DE LAS POBLACIONES DE MONOCITOS Y DCs EN LOS  
PO-LNs Y EN LA DERMIS DE RATONES C57BL/6 DURANTE LA INFECCIÓN POR 
LEISHMANIA MAJOR 
 
Caracterización de las subpoblaciones celulares presentes en los ganglios poplíteos 
durante la infección con Leishmania major en ratones C57BL/6 
 
Con el propósito de abordar los objetivos anteriormente mencionados, decidimos utilizar el 
modelo murino de infección con el parásito Leishmania major, causante como otras especies 
de su mismo género, de leishmaniasis cutánea. Leishmania major es un parásito protozoario 
cuyo vector de transmisión son los mosquitos de los géneros Phlebotomus y Lutzomyia (Sacks 
and Noben-Trauth, 2002). Dado que Leishmania major es un patógeno intracelular obligado, 
una vez inoculado, infecta rápidamente las células presentes en la dermis. La respuesta 
inmunológica que se desencadena contra el patógeno, implica un proceso inflamatorio tanto en 
el sitio de infección como en los ganglios linfáticos drenantes. 
 
Aunque la infección natural con Leishmania major tiene lugar a través de la picadura de estos 
mosquitos, en la mayoría de estudios se ha caracterizado la respuesta inmune frente a este 
parásito inoculando por vía subcutánea altas dosis del mismo en fase estacionaria en la 
almohadilla plantar del ratón. Por ello, para este trabajo se ha utilizado este mismo modelo de 
infección utilizado con anterioridad en nuestro laboratorio, el cual se describe en detalle en el 
apartado de Materiales y Métodos. 
 
En primer lugar, se determinó en el ganglio poplíteo (PO-LN), el número de monocitos y de las 
distintas poblaciones de DCs en ratones sin infectar y tres semanas después de la infección 
con el parásito. En situación de reposo se observó que la población mayoritaria se 
correspondía con las dDCs (DCs dermales) que probablemente provienen de la dermis y 
migran a los ganglios linfáticos (Figura 1A). Esto concuerda con lo propuesto en situación de 
reposo en los ganglios linfáticos que drenan la piel, donde se ha descrito que las DCs 
derivadas de la piel son 7 veces más numerosas que DCs residentes (Henri et al., 2010). Sin 
embargo, durante la infección con L. major, se observó que se producía un fuerte reclutamiento 
de monocitos al PO-LN, así como, un incremento en el número de moDCs, generadas como 
consecuencia del proceso inflamatorio. También se observó un importante aumento de las 
dDCs y de las DCs residentes, es decir, cDCs y pDCs, como consecuencia de la infección 
(Figura 1B). En conjunto, estos datos muestran que durante infección por L. major, se produce 
un fuerte incremento en el número absoluto de las DCs presentes en los PO-LNs. 
 
A continuación, se analizó el fenotipo las subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los 
PO-LNs que drenan el sitio de infección, en este caso los PO-LNs, de ratones C57BL/6 
infectados 3 semanas antes con el parásito L. major. Esta caracterización se llevo a cabo 
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3 semanas tras la infección, puesto que a este tiempo la respuesta inicial Th2 que se da en los 
ratones C57BL/6, ya se encuentra redirigida hacia una respuesta protectora del tipo Th1 
(Belkaid et al., 2000). Previamente al análisis por citometría de flujo, se deplecionaron las 
células B y T, las células NK y los granulocitos, mediante separación magnética, en base a la 
expresión de las moléculas CD19, CD3, CD49b y Ly6G respectivamente. En los ganglios de los 
ratones infectados con L. major se identificaron 5 poblaciones, de acuerdo con lo descrito por 
(Leon et al., 2007), en función del nivel de expresión de las moléculas CD11b, Ly6C, CD11c y 
MHC-II: (Figura 2A) 
 
• monocitos                                 (CD11bhi, Ly6Chi, CD11c-, MHC-II-) 
• moDCs                                     (CD11bhi, Ly6Chi, CD11cint, MHC-IIhi) 
• DCs plasmacitoides (pDCs)     (CD11blo, Ly6Chi, CD11cint, MHC-IIlo) 
• DCs dermales (dDCs)              (CD11bhi, Ly6Clo, CD11cint, MHC-IIhi) 
• DCs convencionales (cDCs)    (CD11bhi, Ly6Clo, CD11chi, MHC-IIint) 
 
Asimismo, se realizó un amplio estudio fenotípico de estas subpoblaciones de una serie de 
moléculas de superficie, que han servido para definir las distintas poblaciones de DCs descritas 
en los órganos linfoides del ratón (Figura 2B). En lo que se refiere a los monocitos, se observó 
que presentaban un nivel intermedio de la molécula MHC-II, posiblemente como resultado de 
su estado activado. A su vez, expresaban las moléculas CD24 y Sirp-α, y un nivel más bajo de 
F4/80. Las moDCs, presentaron un fenotipo muy similar al de los monocitos, salvo por la alta 
expresión de MHC-II y CD11c. 
 
Tal y como se ha descrito previamente en la Introducción, en la piel existen tres subtipos 
principales de DCs. Las células de Langerhans (LCs) que residen en la epidermis y se 
caracterizan por el siguiente fenotipo; MHC-IIhi, CD207hi, CD11c+, CD11bint, CD205+ y EpCAM+ 
y por la presencia de gránulos de Birbeck en el citoplasma. En la dermis, encontramos dos 
subpoblaciones de DCs, una a la que se denomina DCs CD103+, y que además expresan 
CD11blo, CD207+ CD11chi, MHC-II+, EpCAM-, F4/80- y Sirp-α-. La otra subpoblación son las 
llamadas DCs CD11b+, y que además expresan CD103-, CD207- CD11chi, MHC-II+, EpCAM-, 
F4/80+ y Sirp-α+. Las dDCs del PO-LN mostraron un fenotipo caracterizado por una alta 
expresión de CD11c, muy alta de MHC-II y la ausencia de expresión de la molécula Ly6C. 
Alrededor de un 85% de la población expresaba niveles altos de CD11b y Sirp-α. Las 
moléculas CD9 y CD24 se expresaban a niveles intermedios. También pudimos observar que 
un 4% de las dDCs que eran CD103+. De la misma manera observamos un 3% de células Ep-
CAM+ que corresponderían a las LCs que han migrado desde la dermis. Principalmente esta 
población parece estar constituida por las DCs dermales CD11b+. 
 
Entre las cDCs, distinguimos la subpoblación CD8+, que resultaba ser minoritaria con un 8% 
del total y caracterizada también por ser CD103+, CD24+, Sirp-α- y la subpoblación CD8- que 
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representaba el 92% del total, identificada por ser además CD103-, CD24- y Sirp-α+. Además, 
las cDCs presentaron niveles intermedios de expresión de la molécula CD9. En cuanto a las 
pDCs, pudimos observar la regulación positiva de la molécula CD8, reflejo de su estado de 
activación debido a la infección. Esta subpoblación también expresaba CD24 y una pequeña 
parte también expresaba la molécula CD4. No se observó la expresión del marcador CD115 
para ninguna de las poblaciones presentes en el PO-LN. Esto puede deberse a que el 
tratamiento con colagenasa degrada esta molécula, tal y como se ha descrito que ocurre en 
otros tejidos (Drevets et al., 2010). 
 
 
Cinética de las subpoblaciones celulares presentes en los ganglios poplíteos durante la 
infección con Leishmania major en ratones C57BL/6 
 
Con el fin de profundizar en la regulación de la diferenciación de las distintas subpoblaciones 
de monocitos y DCs durante la infección por Leishmania major, se analizaron las variaciones 
en el número absoluto de las distintas subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los 
PO-LNs de ratones C57BL/6 (Figura 3). En una primera fase se analizaron dichas 
subpoblaciones 2, 3 y 4 semanas después de la infección con el parásito. 
 
En primer lugar se identificaron las distintas subpoblaciones de monocitos y DCs en base a los 
perfiles de citometría tras el marcaje de las moléculas descritas en el apartado anterior (Figura 
3A). En cuanto al número total de células de los ganglios infectados, éste se mantuvo 
constante a lo largo de las 3 semanas (Figura 3B). En el caso de los monocitos su número 
absoluto se mantuvo prácticamente sin cambios entre la 2ª y la 4ª semana. Lo mismo ocurrió 
con el número absoluto de cDCs y pDCs que permaneció prácticamente constante a lo largo de 
este periodo. Por el contrario, el número absoluto de moDCs disminuyó progresivamente entre 
la semana 2 y la semana 4 al igual que en el caso de las DCs migratorias, las dDCs, que lo 
hicieron de manera más notable. Estos datos ponen de manifiesto en concordancia con 
estudios previos (Sacks and Noben-Trauth, 2002), que el establecimiento de la respuesta 
protectora de tipo Th1 se da entre la 2ª y la 3ª semana, y es a partir de la 4ª semana cuando 
empieza la resolución de la infección y la inflamación. Por otra parte, estos resultados parecen 
indicar que a lo largo de la infección se produce un continuo reclutamiento de monocitos y de 
pre-DCs a los ganglios linfáticos, y un constante proceso de generación de los distintos 
subtipos de DCs, como consecuencia del entorno inflamatorio. 
 
Sin embargo el análisis a tiempos mas cortos, reveló que entre el día 9 y el día 12  tras la 
infección se produce un incremento drástico en el número total de células del ganglio al igual 
que en el número absoluto de cada una de las subpoblaciones, siendo más acusado en el caso 
de los monocitos, moDCs y dDCs (Figura 3C). Estos datos reflejan que el inicio del 
establecimiento de una respuesta inmunológica de tipo Th1 frente al parásito, conlleva un 
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fuerte reclutamiento de monocitos a los PO-LNs. Tal y como se muestra en el Diagrama 1 en el 
que se describe una estimación de las variaciones en el número absoluto de monocitos a día 9 
y 12 post-infección en el PO-LN, correspondiente al experimento mostrado en la Figura 3C, se 
produce un acumulo de unos 183.000 monocitos en el PO-LN durante esas 72 horas. Esto 
querría decir, que la tasa de reclutamiento sería de, aproximadamente, 2500 monocitos/hora 
durante el inicio de la respuesta inflamatoria. 
 
 
 
Caracterización de las subpoblaciones celulares presentes en la dermis durante la 
infección con Leishmania major en ratones C57BL/6 
 
Posteriormente se caracterizaron las poblaciones celulares que infiltraban la dermis de ratones 
C57BL/6 infectados con L. major en la almohadilla plantar. Esta caracterización se llevo a cabo 
a las 3 semanas de la infección, puesto que la respuesta protectora del tipo Th1 ya se 
encuentra establecida a este tiempo. 
 
En el sitio de infección se identificaron cuatro poblaciones en función del nivel de expresión de 
las moléculas CD11b, Ly6C, CD11c, MHC-II y Ly6G: (Figura 4A) 
 
• monocitos     (CD11bhi , Ly6Chi, CD11c-, MHC-II-, Ly6G-) 
• dDCs            (CD11bhi, Ly6Clo, CD11cint, MHC-IIhi, Ly6G-) 
• neutrófilos    (CD11bhi, Ly6Clo, CD11c-, MHC-II-, Ly6Ghi) 
• eosinófilos    (CD11bhi, Ly6Clo, CD11c-, MHC-II-, Ly6G-) 
 
A continuación, se calculó el número de células correspondiente a cada una de las 
subpoblaciones presentes en la almohadilla plantar 3 semanas después de la infección con el 
parásito. Se observó que la población mayoritaria fueron las dDCs. La inflamación también 
indujo el reclutamiento de monocitos a la lesión, dado el bajo número de leucocitos que infiltran 
la dermis en situación de reposo. Además, otras poblaciones reclutadas a la zona de infección 
a consecuencia de la infección, fueron neutrófilos y eosinófilos (Figura 4B). En conjunto, estos 
datos muestran que durante infección por L. major, se induce el reclutamiento de monocitos 
tanto a la dermis como a los PO-LNs y un fuerte incremento en el número absoluto de DCs en 
ambas localizaciones. 
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Se realizó también un análisis fenotípico de las subpoblaciones presentes en el sitio de 
infección en base a la expresión de distintas moléculas de superficie que han servido para 
definir las distintas poblaciones de DCs descritas en los tejidos no linfoides del ratón (Figura 
4C). Con respecto a los monocitos, haciendo un análisis comparativo del fenotipo entre 
aquellos reclutados a los PO-LNs y los reclutados a la dermis, podríamos decir que el patrón de 
expresión de las distintas moléculas es muy similar en ambas localizaciones, a excepción de la 
molécula de MHC-II, que solo se expresa en los monocitos presentes en los ganglios, lo cual 
sugiere un mayor estado de activación. Por su parte, las dDCs presentes en la dermis y las 
moDCs presentes en los PO-LNs, si difieren en su fenotipo. Las dDCs presentan un nivel más 
bajo de expresión de la molécula CD11c con respecto a las moDCs del ganglio, y apenas 
expresan Ly6C. Sin embargo, expresan otras moléculas, como son CD4 y CD9. En lo que se 
refiere a las dDCs presentes en el ganglio en comparación con las dDCs de la zona de 
infección, presentan un fenotipo muy similar. Las dDCs del ganglio muestran un nivel más alto 
de expresión de MCH-II y CD11c, debido al proceso de maduración que se da como resultado 
de la migración a través del sistema linfático hasta el ganglio. Este hecho está apoyado 
también, por la expresión del receptor CCR7 implicado en dicho proceso migratorio (Ohl et al., 
2004). No se observó marcaje para la molécula Ep-CAM, que identifica a las células de 
Langerhans residentes en la epidermis. Asimismo, al igual que ocurría en el PO-LN, tampoco 
se observó la expresión del marcador CD115 para ninguna de las poblaciones que infiltraban la 
lesión. 
 
 
 
En lo que se refiere a los eosinófilos, presentaron un alto nivel de los marcadores CD11b y 
Siglec-F. También expresaron niveles intermedios de F4/80 y CD9 y niveles bajos de CD11c, 
MHC-II y Ly6C. Dado que su fenotipo resulta muy similar al descrito para los macrófagos 
presentes en la dermis, y que además los macrófagos alveolares se caracterizan por expresar 
el marcador Siglec-F, su identidad se comprobó mediante la separación por citometría de flujo 
y posterior análisis morfológico de las células fijadas mediante citocentrifugación tras su tinción 
con el reactivo de Giemsa. Este estudio reveló que estas células presentaban una morfología 
propia de los eosinófilos con un núcleo bilobulado y sus característicos gránulos citoplásmicos 
acidófilos (Figura 4D). 
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Cinética de las subpoblaciones celulares presentes en la dermis durante la infección con 
Leishmania major en ratones C57BL/6 
 
De la misma manera, con el fin de estudiar los cambios que se producen en el número absoluto 
de las distintas subpoblaciones de monocitos y de DCs que infiltran la dermis de ratones 
C57BL/6, se analizaron dichas variaciones entre la 2ª y la 4ª semana tras la infección con el 
parásito (Figura 5). 
 
El número de monocitos que infiltraban la dermis, fue disminuyendo progresivamente hasta la 
4ª semana. En cuanto al número de moDCs, también decreció de forma notable entre la 2ª y la 
4ª semana tras infección. Este mismo comportamiento se observó en el caso de los eosinófilos, 
cuyo número fue descendiendo hasta hacerse prácticamente indetectable durante la última 
semana. Por último, en cuanto a los neutrófilos, su número también disminuyó paulatinamente 
hasta la 4ª semana (Figura 5B). Estos datos muestran como la reacción inflamatoria en la 
dermis de ratones C57BL/6 infectados con L. major, tiene lugar durante la 2ª semana y es a 
partir de la 3ª y la 4ª cuando comienza la recuperación de la lesión. 
 
En la cinética a tiempos cortos, el análisis de la subpoblaciones entre los días 9 y 12 tras la 
infección con el parásito, reveló que el número de todas las poblaciones que infiltran la dermis, 
aumentó a consecuencia del proceso infeccioso. En cuanto a las dDCs resultó ser la población 
mayoritaria a ambos tiempos (Figura 5C). Al igual que ocurría en el ganglio, estos datos 
muestran que durante el inicio de la respuesta inmunológica contra el parásito, se produce un 
gran reclutamiento de monocitos en la dermis. De nuevo, en el Diagrama 2 se describe una 
estimación de las variaciones en el número absoluto de monocitos en la dermis a día 9 y 12 
post-infección, correspondiente al experimento mostrado en la Figura 5C. A lo largo de las 72h 
de estudio, se produce una acumulación de 204.000 monocitos, lo cual implica una tasa de 
reclutamiento de 2.800 monocitos/hora en la dermis. 
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Además, se observó una gran diferencia en la proporción relativa dDC/monocito de la dermis 
en comparación con la proporción relativa moDC/monocito en el PO-LN, a los distintos tiempos 
de estudio tal y como se muestra en la Tabla 1, si asumimos que las dDCs generadas en la 
dermis provienen de los monocitos reclutados a la misma, como consecuencia del proceso 
inflamatorio, y que a su vez las moDCs generadas en los PO-LNs también derivan de los 
monocitos reclutados a esta localización, de acuerdo con los datos previos de (Leon et al., 
2007). 
 
 
Estas diferencias observadas en la proporción relativa entre DC/monocito en la dermis con 
respecto al PO-LN, nos hizo pensar que podía deberse a un tiempo de transición diferente en 
cada una de las localizaciones, es decir, que probablemente los mediadores inflamatorios 
presentes en cada una de las zonas determine el tiempo de transición de monocito a dDC en el 
caso de la dermis y de monocito a moDC en el PO-LN. Para hacer una estimación del tiempo 
de transición, se realizó una aproximación en base al número de monocitos que se acumulan a 
lo largo de las 72 horas de estudio, es decir, entre el día 9 y 12 tras la infección con el parásito. 
En la dermis pudimos observar que se producía un acúmulo de 3.300 monocitos durante este 
periodo y que por tanto si la tasa de reclutamiento, como hemos indicado anteriormente, era de 
2.800 monocitos/hora, esto querría decir que la diferenciación de monocito a dDC tendría una 
duración media de 1,2 horas. De la misma manera, haciendo una aproximación equivalente en 
el PO-LN, comprobamos que el tiempo de diferenciación de monocito a moDC estaría entorno 
a las 30 horas. Estos datos, aun dejando a un lado otros factores implicados en este proceso, 
tales como la vida media y la apoptosis de las distintas poblaciones o la tasa de migración 
desde la dermis al PO-LN, sugieren que el proceso de diferenciación de los monocitos a DCs 
en distintas localizaciones, está condicionado por el entorno inflamatorio y las distintas 
citoquinas y quimioquinas presentes en el microambiente. 
 
 
Análisis de la diferenciación in vivo en dDCs y moDCs de los monocitos transferidos por 
vía intravenosa en ratones C57BL/6 infectados con Leishmania major 
 
Con el propósito de abordar la hipótesis anteriormente expuesta, se realizaron ensayos de 
transferencia de monocitos in vivo. Para estos experimentos, se aislaron monocitos de la 
médula ósea de ratones C57BL/6 (con una pureza superior al 95%) y se marcaron con CFSE 
para detectar los monocitos transferidos y las células derivadas de los mismos. Los monocitos 
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se transfirieron por vía intravenosa en ratones C57BL/6 que habían sido infectados con L. 
major 12 días antes. Posteriormente, se analizaron las células CFSE+, tanto en los ganglios 
como en la dermis, a distintos tiempos (12, 24 y 72 horas) tras la transferencia de monocitos. 
 
En la dermis de los ratones infectados 2 semanas antes con el parásito, 12, 24 o 72 horas 
después de la transferencia, pudimos observar que los monocitos transferidos CFSE+ eran 
prácticamente indetectables, mientras que las únicas células que presentaban marcaje eran las 
dDCs derivadas de dichos monocitos transferidos (Figura 6A). Por tanto, los monocitos 
transferidos son reclutados desde la sangre a la dermis a través de las vénulas dermales y se 
diferencian muy rápidamente a dDCs in vivo, ya que a las 12 horas tras la transferencia, casi la 
totalidad de los monocitos transferidos se habían diferenciado a dDCs. 
 
 
 
En los ganglios poplíteos, observamos que 12 horas tras la transferencia, la mayoría de células 
CFSE+ resultaban ser los monocitos que habían sido reclutados hasta los ganglios y tan sólo 
un 5% de éstos se habían diferenciado a moDCs CFSE+. A las 24 horas tras la transferencia, 
seguíamos viendo que las células CFSE+ se correspondían principalmente con los monocitos, 
sin embargo el porcentaje de moDCs CFSE+ había aumentado, representando un 23% del total 
de los monocitos transferidos. El resto de las poblaciones de DCs presentes en los ganglios no 
mostraron marcaje para CFSE a ninguno de estos dos tiempos de estudio. Por último, se 
analizó la diferenciación de los monocitos a las 72 horas de ser transferidos y al contrario de lo 
que ocurría a tiempos más cortos, se observó que solo una minoría de los monocitos totales 
presentaba marcaje para CFSE, mientras que el 92% de los monocitos transferidos se habían 
diferenciado localmente a moDCs CFSE+. Además se observó que un 0,7% de las dDCs 
totales eran CFSE+, y éstas podrían corresponderse con los monocitos reclutados a la dermis, 
que se habrían diferenciado a dDCs y posteriormente habrían migrado desde la periferia a los 
PO-LNs (Figura 6B). Mientras que en el caso de la dermis, 12 horas después de la 
transferencia se han diferenciado casi la totalidad de los monocitos reclutados, en el caso del 
PO-LN, esto no se observa hasta pasadas 72 horas tras la transferencia. Estos datos sugieren 
que la diferenciación in vivo de los monocitos reclutados al ganglio, a través de las vénulas del 
endotelio alto, da lugar a la generación de moDCs y que este tiempo de transición es más largo 
en el ganglio que en la dermis, por tanto la dermis presenta una mayor tasa de diferenciación 
de monocitos in vivo durante infección por L. major. 
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Por otra parte, también se observó que un 1,7% de las cDCs y un 0,3% de las pDCs, 
presentaban tinción para CFSE. Este hecho podría reflejar una contaminación de los monocitos 
aislados de la médula ósea por otros precursores. La estimación en base al marcaje de 
distintas moléculas de superficie que identifican a diferentes precursores, como CD11c, Flt3, c-
kit, CD34 y Sca-1, reveló que las preparaciones de monocitos podrían contener un 0,1% de 
pre-DCs, que dada su alta tasa proliferativa podrían contribuir a la generación de cDCs. 
 
 
ORIGEN Y DIFERENCIACIÓN DE LAS DCs INFLAMATORIAS PRESENTES EN EL PO-LN Y 
EN LA DERMIS DURANTE LA INFECCIÓN POR LEISHMANIA MAJOR 
 
Caracterización de las subpoblaciones celulares presentes en los ganglios poplíteos 
durante la infección con Leishmania major en ratones CCR2 KO 
 
Como hemos observado, durante la infección con L. major en ratones C57BL/6, se produce un 
importante incremento en el número de monocitos reclutados, tanto a la dermis como la los 
PO-LNs drenantes. Basándonos en el estudio fenotípico de las distintas DCs presentes, el 
análisis de las cinéticas y en los ensayos de transferencia de monocitos, nos planteamos si las 
dDCs presentes en la dermis y los PO-LNs y las moDCs presentes en los PO-LNs podían 
derivar de monocitos reclutados a esas zonas y diferenciados in vivo. Para intentar abordar 
esta hipótesis utilizamos los ratones deficientes para el receptor CCR2, que ha sido 
previamente descrito como una molécula esencial implicada en el mecanismo de extravasación 
de los monocitos desde la médula ósea al torrente sanguíneo y su reclutamiento a los focos 
inflamatorios (Tsou et al., 2007), y que además se expresa en los monocitos Ly6Chi, que son 
aquellos que principalmente se movilizan durante procesos inflamatorios. 
 
El análisis de los números de las poblaciones de monocitos y de DCs presentes en los ganglios 
de los ratones CCR2 KO en ausencia de infección, mostró que todas las poblaciones estaban 
fuertemente disminuidas con respecto a los ratones C57BL/6, resultando ser de entre el 80-
85% en el caso de las moDCS y pDCs y mayor del 90% para el resto de poblaciones. Por este 
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motivo, las poblaciones predominantes en los ratones CCR2 KO son las DCs residentes, cDCs 
y pDCs (Figura 7A y 7B). 
 
A continuación, se caracterizaron las poblaciones presentes en los PO-LNs que drenan la 
dermis, a las tres semanas de la infección con L. major. Para ello, se utilizaron los mismos 
marcadores de superficie descrito anteriormente, CD11b, Ly6C, CD11c y MHC-II, para su 
identificación por citometría de flujo. En los ganglios poplíteos de los ratones CCR2 KO se 
caracterizaron las mismas 5 poblaciones previamente descritas para los C57BL/6; monocitos, 
moDCs, pDCs, dDCs y cDCs (Figura 8A). Se calculó el número absoluto de las poblaciones de 
monocitos y DCs presentes en los ganglios de los ratones CCR2 KO, tres semanas después de 
la infección con el parásito L. major en comparación con los ratones C57BL/6. Este cálculo 
reveló una importante reducción en el número de monocitos y también un drástico descenso 
del número de moDCs, que fue de entorno al 92%. También se observó un descenso 
considerable en el número absoluto de dDCs y cDCs, del 36% y el 61%, respectivamente, pero 
no así en el número de pDCs (Figura 8B). 
 
Seguidamente, se realizó un análisis fenotípico de estas subpoblaciones, en base a la 
expresión de distintas moléculas de superficie. No se observaron diferencias relevantes en 
comparación con el fenotipaje realizado en los ratones C57BL/6 (Figura 8C). Los monocitos, 
las moDCs y las pDCs presentaron un patrón de expresión de las distintas moléculas similar en 
ambas cepas. En el caso de las dDCs, se observó que en los ratones CCR2 KO, el nivel de la 
molécula CCR7 era algo más bajo. En cuanto a las cDCs se observó una mayor proporción de 
la subpoblación CD8+, siendo esta del 15%, que se correlacionaba con la expresión de otros 
marcadores como CD103 y CD24, característicos de esta subpoblación. 
 
 
Cinética de las subpoblaciones celulares presentes en los ganglios poplíteos durante la 
infección con Leishmania major en ratones CCR2 KO 
 
Se analizó la misma cinética que la descrita anteriormente para los ratones C57BL/6, es decir, 
2, 3 y 4 semanas tras la infección con L. major con el fin de estudiar los cambios cuantitativos 
que se producen en las distintas poblaciones de monocitos y DCs en los ganglios poplíteos que 
drenan la dermis de ratones CCR2 KO. 
 
En este estudio, pudimos observar que el número total de células presentes en el ganglio 2 
semanas tras la infección, fue similar al de los PO-LNs de los ratones C57BL/6. Sin embargo 
este número se incrementó de manera importante a partir de la 3ª semana, indicando la 
progresión de la reacción inflamatoria en los ratones CCR2 KO. A lo largo del periodo de 
estudio, se observó una drástica reducción en el número absoluto de monocitos reclutados, 
que fue de una media del 88%, así como de las moDCs presentes, cuya disminución fue de 
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alrededor del 91%, a 2, 3 y 4 semanas en comparación con los ratones C57BL/6, que 
permaneció prácticamente constante durante ese tiempo. Las dDCs presentaron una reducción 
de alrededor del 48% en su número absoluto con respecto a los ratones C57BL/6 y siguieron la 
misma tendencia que éstos al ir decreciendo gradualmente durante este periodo. En el caso de 
las cDCs, su número absoluto también resultó estar bastante disminuido entorno al 56%, 
aunque éste apenas varió a lo largo de las distintas semanas. Finalmente, en lo que respecta a 
las pDCs su número absoluto no presentó diferencias significativas con respecto a los ratones 
C57BL/6 (Figura 9A y 9B). En conclusión estos datos reflejan el defecto que presentan los 
ratones CCR2 KO en el reclutamiento de monocitos a los PO-LNs, lo que se traduce en una 
fuerte reducción en el número absoluto de moDCs a lo largo del tiempo de estudio. Estos 
resultados apoyan nuestra hipótesis de partida debido a la gran correlación observada en al 
reducción del número absoluto de monocitos y moDCs, lo cual refuerza la idea de que durante 
la infección por L. major los monocitos se diferencian in vivo a moDCs en el PO-LN. Y así 
mismo, estos datos confirman datos previos descritos por (Leon et al., 2007), basados en la 
transferencia de monocitos, en los que ya se proponía que las moDCs provienen de monocitos 
reclutados al PO-LN durante la infección por Leishmania major. 
 
 
Caracterización de las subpoblaciones celulares presentes en la dermis durante la 
infección con Leishmania major en ratones CCR2 KO 
 
A continuación, se caracterizaron las poblaciones de monocitos y células dendríticas que 
infiltran la dermis de los ratones CCR2 KO, tres semanas después de la infección con L. major 
en la almohadilla plantar, al igual que previamente se realizó con los ratones C57BL/6. 
 
Tal y como se ha descrito anteriormente, la caracterización se hizo en base a los marcadores 
de superficie CD11b, Ly6C, CD11c, MHC-II y Ly6G. De esta forma pudieron identificarse las 
mismas subpoblaciones: monocitos, dDCs, neutrófilos y eosinófilos, que encontramos en los 
ratones C57BL/6, y cuyos niveles de expresión de dichas moléculas eran similares (Figura 
10A). También se calculó el número absoluto de cada una de las subpoblaciones presentes en 
el en la dermis tres semanas tras la infección con e parásito, al igual que en el caso de los 
ratones C57BL/6. Los monocitos y, en mayor medida, las dDCs, presentes en la almohadilla 
plantar, estaban drásticamente disminuidos en los ratones CCR2 KO, siendo estas reducciones 
de un 65% y un 90%, respectivamente. Sin embargo, la población más representada fueron los 
neutrófilos cuyo número fue 4 veces superior al de los ratones C57BL/6 y el número absoluto 
de eosinófilos presentes, resultó estar aumentado al doble (Figura 10B). 
 
De la misma manera, se realizó un fenotipaje más completo de las cuatro poblaciones, en el 
que tampoco se observaron diferencias significativas con respecto a los patrones de expresión 
que presentaban estas mismas poblaciones en los ratones C57BL/6 (Figura 10C). En el caso 
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de los monocitos, se observó que presentaban menor nivel de expresión de la molécula CD9. 
Las dDCs también presentaron niveles más bajos de expresión de las moléculas CD4, CD9, 
F4/80 e iNOS, en comparación con lo observado en los ratones C57BL/6. 
 
 
Cinética de las subpoblaciones celulares presentes en la dermis durante la infección con 
Leishmania major en ratones CCR2 KO 
 
Posteriormente se analizaron las variaciones en el número absoluto de cada una de las 
subpoblaciones que infiltran la dermis en los ratones CCR2 KO, durante la infección con 
Leishmania major, realizando el mismo estudio anteriormente descrito para los ratones 
C57BL/6, es decir, 2, 3 y 4 semanas tras la infección. 
 
Pudimos observar que los monocitos reclutados a la dermis resultaban estar 
considerablemente reducidos en relación con lo observado en los ratones C57BL/6, con una 
reducción media del 75%. Asimismo, el número absoluto de dDCs descendió drásticamente a 
los tres tiempos de estudio, sufriendo una disminución de alrededor del 95% en comparación 
con los ratones C57BL/6. Con respecto a los eosinófilos presentes, su comportamiento fue 
similar al observado en el caso de los ratones C57BL/6, ya que su número fue disminuyendo 
paulatinamente entre la 2ª y la 4ª semana tras la infección. Sin embargo, el número absoluto de 
neutrófilos se incrementó de forma significativa entre la semana 2 y la semana 3 y siguió 
aumentando a partir de la 4ª, siendo la población mayoritaria y llegando a estar 12 veces más 
aumentada que en el caso de los ratones C57BL/6 (Figura 11A y 11B). Estos datos apuntan a 
que ante la imposibilidad de generar dDCs in vivo en el sitio de infección, se produce un 
continuo reclutamiento de neutrófilos para la eliminación del patógeno, que en último término 
no puede contener la diseminación del parásito, haciendo que estos ratones CCR2 KO, a pesar 
de tener un fondo genético resistente a la infección por L. major, se vuelvan susceptibles. 
 
En resumen, tanto los resultados obtenidos tras el análisis del PO-LN y de la dermis, mostraron 
que como consecuencia de la deficiencia que presentan los monocitos inflamatorios para 
extravasarse desde la médula ósea en los ratones CCR2 KO, se produce un dramático 
descenso en su reclutamiento tanto a la zona de infección como a los ganglios poplíteos 
drenantes, lo cual se traduce en una drástica reducción en el número de moDCs del PO-LN, 
así como en el número de dDCs de la dermis. Por tanto, estos datos claramente sugieren que 
la mayoría de moDCs presentes en el PO-LN y de dDCs presentes en la dermis, se originan a 
partir de los monocitos reclutados a ambas localizaciones que se diferencian localmente a DCs 
como consecuencia del proceso inflamatorio producido por la infección con L. major. 
 
Los datos derivados del estudio en los ratones CCR2 KO también revelaron que la proporción 
relativa dDC/monocito de la dermis en comparación con la observada en los ratones C57BL/6, 
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es considerablemente más baja, tal y como se muestra en la Tabla 2. Por tanto, haciendo el 
mismo razonamiento que el descrito anteriormente en el caso de los ratones C57BL/6, estos 
datos podrían indicar que la tasa de diferenciación de monocito a dDC en la dermis es 
significativamente menor. 
 
 
 
Por otra parte, los datos obtenidos muestran que a pesar de la gran reducción en el número de 
moDCs en el PO-LN y dDCs en la dermis, las dDCs presentes en el PO-LN, y que 
teóricamente provendrían de la migración a través de los vasos linfáticos desde la dermis hasta 
el PO-LN, sólo están parcialmente reducidas, siendo esta reducción de aproximadamente del 
40%. 
 
 
Análisis del grado de infección de las subpoblaciones presentes en los ganglios 
poplíteos y en la dermis de ratones C57BL/6 y ratones CCR2 KO 
 
Con el propósito de abordar si la distinta proporción relativa dDC/monocito de la dermis de los 
ratones CCR2 KO es consecuencia de un mayor grado de parasitemia en el sitio de infección 
en los ratones CCR2 KO, analizamos el grado de infección de las distintas poblaciones 
presentes en los PO-LNs de ratones C57BL/6 y CCR2 KO. Para ello, se infectaron dichos 
ratones con una cepa de L. major, modificada genéticamente, que expresa de forma 
constitutiva la proteína fluorescente DsRed, que denominaremos L. major Red y se analizaron 
a las tres semanas tras la infección mediante citometría de flujo (Figura 12). 
 
En el PO-LN de los ratones C57BL/6, el porcentaje total de células infectadas fue del 0,3%, 
mientras que en los CCR2 KO de un 2,3%, es decir, 7 veces superior. Las moDCs resultaron 
ser la población más infectada en ambos casos, con un 1,6% de células DsRed+ y un 26% en 
los ratones C57BL/6 y CCR2 KO, respectivamente. Las cDCs de los ratones C57BL/6, 
presentaban un nivel de infección del 1,1%, y en el caso de los monocitos y dDCs fue del 0,5% 
aproximadamente. En el caso de los ratones CCR2 KO, los monocitos, dDCs, cDCs, también 
presentaron un grado de internalización del parásito mayor, en torno al 4-5%. Por el contrario, 
el porcentaje de pDCs que resultaron infectadas fue prácticamente despreciable en ambas 
cepas (Figura 12A). En resumen, todas las poblaciones presentes en el PO-LN de los ratones 
CCR2 KO se vieron más altamente infectadas que las de los ratones C57BL/6. 
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Seguidamente, se estudió el grado de infección de las distintas poblaciones de monocitos y 
DCs que infiltran la dermis tres semanas después de la infección con L. major Red, en ratones 
C57BL/6 y CCR2 KO (Figura 12B). 
 
Se observó que el porcentaje total de células infectadas era mucho mayor en el sitio de 
infección que en los ganglios poplíteos. En los ratones C57BL/6, el 14% de las células totales 
presentes en la lesión, estaban infectadas con L. major Red, frente al 35% observado en los 
ratones CCR2 KO. En ambos casos, fueron las poblaciones de dDCs y de neutrófilos las que 
presentaban mayor porcentaje de internalización del parásito, siendo de aproximadamente un 
30% en los ratones C57BL/6 y un 55% en los ratones CCR2 KO. A su vez, los eosinófilos 
mostraron un alto grado de infección en los ratones CCR2 KO en comparación con los ratones 
C57BL/6, que ascendía al 21% y al 6%, respectivamente. De la misma manera, un 13% de los 
monocitos reclutados a la lesión resultaban infectados por L. major Red en los ratones CCR2 
KO frente al 5% de los ratones C57BL/6. Esencialmente, los resultados obtenidos muestran 
que la parasitemia en los ratones CCR2 KO era significativamente mayor, tanto en la dermis 
como en los ganglios poplíteos, que en los ratones C57BL/6. En los ratones C57BL/6, estos 
datos podrían reflejar que tres semanas después de la inoculación de L. major, en la dermis se 
está resolviendo la infección, siendo las células más fagocíticas las que resultan más 
infectadas, conteniendo así la diseminación del patógeno a los ganglios linfáticos drenantes, 
que presentan un bajo nivel de infección. En el caso de los ratones CCR2 KO, estos resultados 
sugieren que la alta parasitemia observada anteriormente en la dermis, de lugar a la 
diseminación del parásito que sería trasportado por las dDCs hasta el ganglio, donde parece 
replicarse preferentemente en las moDC, y lo cual se traduce en un mayor grado de infección 
en esta zona. 
 
En conclusión, estos datos podrían apoyar la hipótesis anteriormente planteada en la que la 
diferenciación de monocito a dDC en la dermis de los ratones CCR2 KO está disminuida en 
comparación con los ratones C57BL/6, debido al mayor grado de infección observado en el 
conjunto de las células que infiltran la lesión, y concretamente en el mayor grado de infección 
observado en los monocitos y dDCs. Por otra parte, otra hipótesis que explicaría esa menor 
proporción relativa dDC/monocito de la dermis de los ratones CCR2 KO podría ser que, no sólo 
el proceso de extravasación de monocitos de la médula ósea sea dependiente de CCR2, si no 
también, el proceso de diferenciación de los mismos a DCs. A este respecto, experimentos in 
vitro realizados tras el aislamiento de monocitos de la médula ósea de ratones CCR2 KO y 
cultivados en presencia de GM-CSF durante 48 horas, mostraron que se produce una correcta 
diferenciación a DCs derivadas de monocitos, similar a la obtenida en paralelo a partir de 
monocitos de ratones C57BL/6 (dato no mostrado). A pesar de las limitaciones de esta 
aproximación in vitro utilizada, estos resultados apuntan a que el proceso de diferenciación de 
los monocitos a DCs es independiente de la molécula CCR2. 
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Análisis de la migración de las dDCs a los ganglios linfáticos, en ratones C57BL/6 y 
CCR2 KO infectados con Leishmania major 
 
Con el fin de explicar la reducción parcial en el número de dDCs presentes en el PO-LN, en 
comparación con la drástica reducción del número absoluto de dDCs presentes en la dermis de 
ratones CCR2 KO durante infección con L. major, nos planteamos que no todas las dDCs 
presentes en el PO-LN migran desde la dermis, y por tanto, otro precursor reclutado 
directamente al PO-LN a través de la sangre podría contribuir a la generación de esta 
subpoblación. Sin embargo, otra posible explicación podría ser que a pesar de la fuerte 
reducción en el reclutamiento de monocitos y por ende, en la generación de dDCs en la dermis, 
las dDCs del PO-LN estuvieran disminuidas de manera parcial debido a la acumulación 
continuada de las mismas a lo largo de la infección. Para intentar abordar estas cuestiones, 
decidimos analizar el proceso de migración desde la dermis a los PO-LNs en los ratones 
C57BL/6 y CC2 KO y la acumulación de dDCs en los PO-LNs a lo largo del tiempo. Para ello, 
se infectaron por vía intradérmica ratones C57BL/6 y CCR2 KO en la oreja, con L. major y tres 
semanas después se utilizó un modelo de sensibilización por contacto de las orejas mediante 
la aplicación de una solución irritante que contenía FITC como marcador para detectar las 
células migratorias (Hill et al., 1990). 
 
En primer lugar, se identificaron mediante citometría de flujo las poblaciones de monocitos y 
DCs presentes en los ganglios auriculares que drenan la oreja, para comprobar que se 
correspondían con las poblaciones anteriormente descritas en los ganglios poplíteos (Figura 
13A), y se calculó el número absoluto de cada una de estas subpoblaciones, tres semanas tras 
la infección con el parásito. En el caso de los ratones C57BL/6 se observó que al igual que 
ocurre en los ganglios poplíteos, se produce un fuerte reclutamiento de monocitos al PO-LN, lo 
que se traduce en un aumento significativo del número de moDCs. Asimismo, en los ratones 
CCR2 KO, se observó un dramático descenso en el reclutamiento de monocitos, y por 
consiguiente una importante disminución en el número de moDCs. Por tanto, en términos 
generales podríamos decir que todas las subpoblaciones siguieron una tendencia parecida a la 
anteriormente observada en los ganglios poplíteos (Figura 13B). 
 
A continuación se estudió la migración de las dDCs desde la epidermis a los ganglios 
auriculares siguiendo los distintos protocolos descritos en la Figura 13C, es decir, tras 16 horas 
desde la aplicación de la solución irritante, tras 5 días consecutivos de aplicación o bien tras la 
aplicación cada 4 días durante dos semanas, en ratones C57BL/6 que habían sido infectados 
con L. major tres semanas antes en la oreja. Tras este análisis se pudo comprobar que el 
mayor porcentaje de células FITC+ se detectó en la población de dDCs, lo que significa que 
han migrado desde la oreja a través de los vasos linfáticos, y que además se acumulan en el 
ganglio a lo largo del tiempo, llegando hasta alrededor de un 50% de células FITC positivas 
tras dos semanas de aplicación del irritante (Figura 13C). También se observó que alrededor 
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de un 7% de moDCs y un 2% de cDCs y pDCs presentes en los ganglios auriculares estaban 
marcadas con FITC. Esto podría deberse a la captación de las dDCs presentes en el PO-LN 
que van muriendo por parte de las moDCs, las cuales resultarían marcadas con FITC. 
 
Posteriormente, se estudio comparativamente el potencial de migración de las dDCs a los 
ganglios auriculares durante infección por L. major en ratones C57BL/6 y CCR2 KO tras la 
sensibilización de la oreja (Figura 14A). A las 16 horas tras la aplicación de la solución irritante 
pudimos observar que a pesar de haber menor número de dDCs en los ganglios de los ratones 
CCR2 KO, el número de dDCs FITC+ era similar en ambas cepas, así como el porcentaje que 
éstas representan del ganglio. En el caso de los ratones tratados durante 5 días consecutivos, 
observamos que no había diferencias ni en el número total de dDCs en los ganglios auriculares 
ni en el número de dDCs FITC+ entre los ratones C57BL/6 y los ratones CCR2 KO, y que 
además, en ambos casos se producía una acumulación similar de las dDCs FITC+ en el ganglio 
a lo largo del tiempo. Por otro lado, se analizó la expresión de CCR7, molécula esencial en la 
migración a través de los vasos linfáticos, en las dDCs presentes en el PO-LN de ambas 
cepas, a distintos tiempos tras la infección con el parásito. En este análisis pudimos observar, 
que la expresión de CCR7 en las dDCs los ratones CCR2 KO era algo menor en comparación 
con la observada en las dDCs de los ratones C57BL/6. En resumen, estos datos apoyan el 
origen dermal de las dDCS presentes en el ganglio como consecuencia de la migración 
inducida por el proceso inflamatorio, e indican que en este modelo de sensibilización por 
contacto presentan un potencial de migración similar en ambas cepas, por lo que se esperaría 
un número sensiblemente menor en las dDCs presentes en el PO-LN de los ratones CCR2 KO. 
Esto podría deberse a una mayor acumulación de las dDCs en los CCR2 KO como 
consecuencia de una mayor tasa de migración en condiciones fisiológicas, es decir, no 
inducida por la solución irritante. Sin embargo, el análisis de la expresión de CCR7 en las dDCs 
de los ratones CCR2 KO, no parece apoyar esta hipótesis. Otra posible explicación podría ser 
que las dDCs en los ratones CCR2 KO presentasen una mayor tasa de proliferación en los PO-
LNs durante infección por L. major. 
 
 
Análisis del estado de proliferación de las distintas subpoblaciones de monocitos y DCs 
durante la infección con Leishmania major en ratones C57BL/6 
 
Con la idea de profundizar en la hipótesis expuesta en el apartado anterior, se analizó la tasa 
de proliferación de las distintas subpoblaciones de monocitos y DCs, tanto en reposo como 
durante la infección por L .major en ratones C57BL/6, por el método de la incorporación de 
BrdU, tal y como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. 
 
En primer lugar, se realizó este estudio en las poblaciones de monocitos y DCs presentes en 
los PO-LNs de ratones C57BL/6 sin infectar y 3 semanas tras la infección, a distintos tiempos 
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tras la incorporación del BrdU; 4, 16 y 36 horas (Figura 15A). Se observó que a las 4 horas, tan 
solo el 1% de los monocitos presentan marcaje para BrdU. Este resultado probablemente 
indica que los monocitos presentes en el PO-LN no proliferan localmente, sino que su 
reposición proviene de los monocitos migrados desde la médula ósea, ya que a las 16 horas 
tras la inyección de BrdU, un 34% de los monocitos presentes resultaban positivos para este 
marcaje. Este porcentaje se redujo al 15% a las 36 horas lo cual podría deberse al recambio 
celular que presenta esta población y a la falta de BrdU disponible para poder ser incorporado 
de nuevo. En el caso de las moDCs y las dDCs, no se observó proliferación local ni a 4 horas ni 
a 16 horas tras la incorporación de BrdU, tan solo a las 36 horas, se observaron moDCs y 
dDCs BrdU+ procedentes de la diferenciación de los monocitos BrdU+ reclutados al ganglio. En 
cuanto a las DCs residentes, las cDCs ya presentaban una tasa de proliferación del 9% en 
ratones sin infectar y se mantuvo en torno al 10-15%, a los distintos tiempos en los ratones 
infectados, es decir, su tasa de proliferación no se modificó a raíz de la infección. Las pDCs, 
que no proliferan en situación de reposo, mostraron un porcentaje alrededor del 14% de células 
BrdU+ a los tres tiempos de estudio. 
 
Seguidamente, se analizó la proliferación de los monocitos y dDCs, que infiltraban la lesión 3 
semanas después de la infección tras 4, 16 ó 36 horas tras la inyección de BrdU (Figura 15B). 
A las 4 horas tras la incorporación de BrdU, tan solo el 1% de los monocitos presentan marcaje 
para BrdU, indicando que ni los monocitos ni las dDCs se encuentran proliferando localmente. 
A las 16 horas, sin embargo, el porcentaje de los monocitos aumentaba hasta el 30%. Este 
dato indica, al igual que observábamos en el PO-LN, que parte de los monocitos que estaban 
proliferando en la médula ósea, han completado su diferenciación y han migrado a través de la 
sangre hasta la dermis. Tampoco se observaron células BrdU+ entre las dDCs como resultado 
de la diferenciación de los monocitos BrdU+ reclutados a la dermis, a ninguno de los tiempos de 
análisis. El cálculo del número de dDCs BrdU+ a las 16 horas tras la incorporación de BrdU 
reveló que su porcentaje relativo con respecto al total de dDCs presentes en la dermis, las 
hace prácticamente indetectables en nuestros experimentos. 
 
Finalmente, se analizaron los monocitos de la médula ósea de ratones C57BL/6 sin infectar y 3 
semanas tras la infección, a distintos tiempos tras la incorporación del BrdU; 4, 16 y 36 horas. 
Los monocitos no vieron incrementada su tasa proliferativa en la médula ósea, debido a la 
infección por el parásito, siendo de alrededor de un 40% en ambos casos (Figura 15C). Tras su 
diferenciación los monocitos se extravasan al torrente sanguíneo para migrar a los distintos 
focos inflamatorios, por ello se analizó la proliferación de esta población a los mismos tiempos 
descritos anteriormente en la sangre. Se observó que los monocitos que estaban proliferando 
en la médula ósea (por tanto, BrdU+), podían encontrarse en la circulación sanguínea a las 16 
horas y cuyo porcentaje de BrdU estaba entorno al 27% (Figura 15D), lo cual concuerda con el 
porcentaje de monocitos BrdU+ reclutados a la dermis y al PO-LN a este mismo tiempo de 
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estudio. Estos datos sugieren que los monocitos completan su diferenciación en la médula, y 
se extravasan al torrente sanguíneo para su reclutamiento a los distintos focos inflamatorios. 
 
En conclusión, estos resultados indican que durante la infección por Leishmania major ni los 
monocitos ni las moDCs y dDCs proliferan localmente en ninguno de los focos inflamatorios, y 
por tanto la reposición de las moDCs del PO-LN y de las dDCs de la dermis proviene de los 
monocitos reclutados a ambas localizaciones. Sin embargo, las DCs residentes, es decir, las 
pDCs y cDCs, si aumentan su tasa de proliferación a consecuencia de la infección. Por otra 
parte, estos datos sugieren que las dDCs del PO-LN no derivan de la diferenciación de pre-
DCs, ya que su tasa de proliferación no se corresponde a la observada en las cDCs, que 
derivan de pre-DCs, que incluso proliferan en situación de reposo. 
 
En resumen, los datos obtenidos en los experimentos realizados con los ratones CCR2 KO y 
los ensayos de transferencia de monocitos, así como los datos resultantes de los experimentos 
de migración y del análisis de la tasa de proliferación, parecen apuntar a que durante infección 
por L. major, las dDCs presentes en el PO-LN, derivan de dDCs generadas en la dermis a 
partir de los monocitos reclutados, y que posteriormente migran a través de los vasos linfáticos 
hasta el PO-LN. 
 
 
Análisis de los factores implicados en la diferenciación in vivo de monocitos a DCs en la 
dermis y en los ganglios poplíteos de ratones C57BL/6 durante la infección con 
Leishmania major 
 
Distintos grupos han descrito la importancia de la señalización a través del receptor Flt3, en la 
diferenciación y homeostasis del linaje de DCs en situación de reposo (D'Amico and Wu, 2003); 
(Waskow et al., 2008), sin embargo, su posible implicación en el mantenimiento y generación 
de DCs durante condiciones inflamatorias, continua sin estar resuelta. Por otra parte, aunque 
múltiples estudios realizados in vitro han abordado el papel de diferentes citoquinas y factores 
de crecimiento en la diferenciación de monocitos a DCs (revisado en (van de Laar et al., 2012); 
(Zhan et al., 2012)), continúan sin estar esclarecidos cuales son los mediadores locales 
implicados en el proceso de diferenciación de estos monocitos a las distintas subpoblaciones 
de DCs in vivo, tanto en homeostasis como durante situaciones inflamatorias o procesos 
infecciosos. Por este motivo, decidimos abordar estas cuestiones mediante el uso de ratones 
deficientes para estas citoquinas esenciales en la biología de las DCs. Para ello, utilizamos 
ratones deficientes en la cadena β del receptor de GM-CSF, y ratones deficientes en el 
receptor Flt3, en comparación con los ratones C57BL/6, en los que se analizaron las 
poblaciones de monocitos y DCs tanto en la dermis como en los ganglios poplíteos 9 días tras 
la inoculación de L. major en la almohadilla plantar. 
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El análisis de los PO-LNs de ratones GM-CSFR KO, reveló que no había diferencias 
significativas en cuanto al número absoluto ni de monocitos ni de ninguna de las 
subpoblaciones de DCs, cuando se compararon con los PO-LNs de los ratones C57BL/6 
(Figura 16). La única población que resultó afectada, tal y como ha sido previamente descrito 
(Robb et al., 1995), fueron los eosinófilos, que sufrieron una notable reducción en los ratones 
GM-CSFR KO. En cuanto a los ratones Flt3 KO, se observó un significativo aumento en el 
número absoluto de moDCs y dDCs, en comparación tanto con los ratones C57BL/6 como con 
los ratones GM-CSFR KO. En lo que se refiere a los monocitos, no se observaron diferencias 
significativas con respecto a los ratones C57BL/6, pero si en comparación con los ratones GM-
CSFR KO. El número absoluto de cDCs no presentó diferencias significativas entre las distintas 
cepas, no obstante, el número absoluto de pDCs resultó ligeramente disminuido en 
comparación con el de los ratones C57BL/6. Este defecto en el número de pDCs y cDCs en el 
bazo de los ratones Flt3 KO, ha sido descrito con anterioridad en otro trabajo (Waskow et al., 
2008). 
 
A continuación se analizó el número absoluto de las poblaciones que infiltran la dermis de 
estos ratones, 9 días tras la infección con el parásito. En cuanto a los ratones GM-CSFR KO, 
de acuerdo con lo previamente descrito (Robb et al., 1995), observamos el defecto que 
presentan en el número de eosinófilos hallados en la dermis. En lo que se refiere a los ratones 
Flt3 KO, se observó un importante aumento en el número de monocitos, dDCs, eosinófilos y 
neutrófilos presentes en la dermis, en comparación con el número calculado en las otras dos 
cepas estudiadas (Figura 17). Cabe destacar que para la realización de estos experimentos, se 
utilizaron ratones Flt3 KO de 5 semanas de edad, ya que los defectos derivados de la ausencia 
del receptor Flt3, son más acusados en animales jóvenes (Dakic et al., 2004), por ese motivo la 
respuesta inmune de estos ratones contra el L. major podría verse alterada. En conclusión, 
estos resultados ponen de manifiesto que la diferenciación de monocitos a moDCs en el PO-LN 
y la diferenciación de monocitos a dDCs en la dermis, no se ve afectada por la señalización a 
través del receptor de GM-CSF en el modelo de infección con L. major, ya que no se observan 
diferencias significativas en los números absolutos de dichas poblaciones. En lo que respecta a 
los ratones Flt3 KO, tampoco parece haber un defecto en la diferenciación de monocitos a DCs 
en ambas localizaciones durante la infección por el parásito. En resumen, estos datos indican 
que no hay defectos en la generación de ninguna de las poblaciones celulares existentes en los 
PO-LNs y en la dermis de los ratones GM-CSFR KO ni en los ratones Flt3 KO durante infección 
con L. major. 
 
Aunque los resultados anteriormente mostrados, no apuntan a que la citoquina GM-CSF tenga 
un papel en la diferenciación in vivo de monocitos a DCs durante la infección por L. major, no 
podemos descartar que se produzca un efecto compensatorio debido a la acción de IL-3, ya 
que a pesar de que la cadena β del receptor de GM-CSF es común para los receptores de IL-3 
e IL-5 (Martinez-Moczygemba and Huston, 2003), IL-3 posee una segunda subunidad 
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β específica, que junto a la subunidad α pueden promover la señalización inducida por IL-3 en 
ausencia del receptor de GM-CSF (Nishinakamura et al., 1995). Para abordar esta cuestión, se 
infectaron ratones C57BL/6 y GM-CSFR KO durante 9 días con L. major. Estos animales se 
trataron con 40 µg del anticuerpo α-IL-3 o su control de isotipo correspondiente, durante los 6 
días anteriores al análisis de las células que infiltran la dermis y que se encuentran en los PO-
LNs de estos animales, de acuerdo con el protocolo descrito en la Figura 18. 
 
El análisis de los PO-LNs, no mostró diferencias significativas en el número absoluto de las 
distintas poblaciones de monocitos y DCs, entre los ratones tratados con el anticuerpo anti-IL-3 
y aquellos tratados con el anticuerpo control. En este estudio volvimos a observar el defecto en 
el número absoluto de eosinófilos presentes en el PO-LN, de los ratones GM-CSFR KO frente 
a los ratones C57BL/6 (Figura 18). 
 
Seguidamente, el análisis de las células que infiltran la lesión, reveló que no se producían 
cambios importantes en el número absoluto de monocitos y DCs, en los ratones GM-CSFR KO 
tratados con el anticuerpo anti-IL-3 en comparación con aquellos tratados con el anticuerpo 
control. De la misma manera, tampoco se observaron diferencias en el número de eosinófilos y 
neutrófilos (Figura 19). Los datos obtenidos en esta experimentación parecen excluir una 
posible implicación de GM-CSF e IL-3 en la diferenciación  in vivo de monocitos a moDCs en el 
PO-LN, así como en la diferenciación de monocitos a dDCs en la dermis, durante la infección 
con el parásito L. major. En conclusión, estos datos parecen indicar que ni la señalización a 
través del receptor de Flt3, ni la señalización mediada por GM-CSF o IL-3 a través de la 
cadena β común del receptor de GM-CSF, están implicadas en el proceso de diferenciación in 
vivo a DCs de los monocitos reclutados tanto a la dermis como al PO-LN de los ratones 
infectados.  
 
Los resultados derivados del estudio de los ratones GM-CSF KO y Flt3 KO contrastan con lo 
descrito anteriormente en cuanto al potencial de GM-CSF para diferenciar en un sistema in 
vitro, monocitos o precursores de la médula ósea a DCs inmaduras (Fleetwood et al., 2007). 
Asimismo, discrepan en cuanto al factor M-CSF, ya que resulta esencial en el desarrollo y 
diferenciación del linaje monocítico y experimentos in vitro han demostrado su capacidad para 
diferenciar monocitos a células con un fenotipo similar al de los macrófagos. Con el fin de 
explorar el efecto de Leishmania major sobre la diferenciación in vitro de monocitos, éstos se 
aislaron de la médula ósea de ratones C57BL/6 y fueron cultivados in vitro con GM-CSF o M-
CSF durante 24 horas. Estos experimentos se realizaron en presencia o ausencia de los 
distintos estadíos que presenta el parásito Leishmania major durante su ciclo vital, es decir, 
promastigotes o amastigotes. Se caracterizaron las células derivadas de la diferenciación in 
vitro de los monocitos por citometría de flujo, en base a los niveles de expresión de distintas 
moléculas; MHC-II, CD11c, Ly6C y F4/80, y a su vez se analizó el grado de infección de dichas 
células, mediante el uso del parásito que expresa la proteína fluorescente DsRed (Figura 20A). 
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En este estudio, pudimos observar que los monocitos diferenciados en presencia de M-CSF, 
daban lugar a células con un fenotipo similar al de un macrófago, caracterizado por altos 
niveles de expresión de Ly6C y F4/80 y ausencia de expresión de MHC-II y CD11c. Mientras 
que los monocitos en presencia de GM-CSF se diferenciaban en DCs, caracterizadas por los 
altos niveles de expresión de MHC-II y CD11c y niveles más bajos de Ly6C y F4/80 que los 
macrófagos. En el caso de los monocitos cultivados únicamente en presencia del parásito, 
presentaron un fenotipo más similar al de un macrófago o monocito activado. Cabe destacar 
que la diferenciación de los monocitos en presencia de GM-CSF o M-CSF, para dar lugar a 
DCs o macrófagos, respectivamente, no se vio alterada por la presencia de los amastigotes de 
L. major Red durante el periodo de cultivo. 
 
Puesto que tanto los monocitos como las moDCs son las poblaciones preferentemente 
infectadas in vivo por L. major, analizamos si resultaban infectadas en estos experimentos in 
vitro mediante microscopía confocal (Figura 20B). Con este fin se analizó la internalización del 
parásito en cultivos in vitro de monocitos diferenciados a DCs en presencia de GM-CSF 
durante 16 horas en presencia de amastigotes de L. major marcados con CFSE o 
promastigotes de L. major Red. Tras este periodo de cultivo, se separaron las distintas 
poblaciones de monocitos y DCs, mediante separación inmunomagnética mediante incubación 
secuencial con mAb anti-CD11c y/o mAb anti-CD11b conjugados con biotina y microesferas 
conjugadas con estrepto-avidina (MACS). En estos experimentos pudimos observar que tanto 
los monocitos como las DCs son infectados por las dos formas que presenta el parásito, es 
decir, amastigote y promastigote. 
 
En cuanto al grado de infección, en los tres casos, es decir, con GM-CSF, M-CSF o sin 
estímulo, fue muy parecido, entorno al 70-80%. Por otro lado, estos mismos experimentos 
realizados en presencia de promastigotes de L. major Red, dieron lugar a resultados 
semejantes a los obtenidos con los amastigotes (Figura 21A). Es interesante resaltar que en 
todas las condiciones analizadas, la presencia de L. major en el cultivo aumentó la 
supervivencia en cultivo de los monocitos, las DCs o los macrófagos (Figura 21B). 
 
En resumen, estos datos indican que la diferenciación in vitro de monocitos a DCs o de 
monocitos a macrófagos en presencia de GM-CSF o M-CSF, respectivamente, no se ve 
bloqueada por ninguna de las dos formas que presenta el parásito, y además estos resultados 
parecen sugerir que su presencia aumenta la viabilidad de las células presentes en el cultivo. 
Por otro lado, tanto los monocitos como las DCs y macrófagos derivados de los mismos 
pueden ser infectados por ambas formas del parásito L. major. 
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ANÁLISIS DE LA DIFERENCIACIÓN DE MACRÓFAGOS DURANTE LA INFECCIÓN CON 
LEISHMANIA MAJOR. 
 
Potencial de los monocitos como precursores de macrófagos in vivo durante infección 
por Leishmania major 
 
M-CSF es un factor esencial en la generación y mantenimiento del linaje fagocítico 
mononuclear, entre los que se encuentran los monocitos y los macrófagos titulares (Hamilton, 
2008). Varios estudios recientes, sugieren que M-CSF participa en la regulación de las etapas 
tardías del desarrollo de los macrófagos tisulares, en lugar de actuar sobre sus progenitores 
hematopoyéticos en la médula ósea (MacDonald et al., 2010); (Lenzo et al., 2012). Por otra 
parte, muy poco trabajos han abordado el potencial de los monocitos para generar macrófagos 
durante situaciones inflamatorias debidas a la infección por un patógeno (Getts et al., 2008). 
Por ese motivo, una de las cuestiones que intentamos abordar fue la posible contribución de 
los monocitos inflamatorios reclutados al PO-LN a la generación de las distintas 
subpoblaciones de macrófagos presentes en los PO-LNs durante la infección por L. major. 
Para ello, dada la dificultad que entraña la detección por citometría de flujo de las distintas 
subpoblaciones de macrófagos, la identificación se llevó a cabo por métodos 
inmunohistoquímicos sobre cortes de criostato de PO-LN de ratones infectados durante 9 días 
con el parásito, y que fueron analizados mediante microscopía confocal. 
 
En primer lugar, se identificaron dos de las principales poblaciones presentes en los PO-LNs de 
ratones C57BL/6 tras 9 días de infección con el parásito. En las zonas corticales de las 
secciones pudimos caracterizar los macrófagos del seno subcapsular, que se definen por 
expresar altos niveles de la molécula CD169 y no expresar la molécula SIGNR1. También se 
caracterizaron los macrófagos de los senos medulares, que coexpresan las moléculas CD169 y 
SIGNR1 (Gray and Cyster, 2012). Además, se hicieron tinciones del marcador CD68, que es 
una glicoproteína expresada en los gránulos citoplasmáticos de distintas células fagocíticas 
(Figura 22). 
 
Tras el estudio de los macrófagos en secciones de PO-LNs de ratones C57BL/6 infectados con 
L. major, analizamos los PO-LNs de ratones CCR2 KO con el fin de estudiar la contribución de 
los monocitos a la generación de macrófagos de novo durante la infección por el parásito. 
Pudimos observar que no había diferencias significativas en las subpoblaciones de macrófagos 
presentes en el área cortical o medular del PO-LN de los ratones CCR2 KO (Figura 23). Por 
otro lado, decidimos también abordar si la generación o mantenimiento de estos macrófagos 
durante el proceso inflamatorio inducido por la infección, estaba mediado por la citoquina GM-
CSF. Para ello, realizamos este mismo tipo de tinción en los PO-LNs de ratones deficientes 
para la cadena β del receptor de GM-CSF, utilizados anteriormente. Los resultados obtenidos, 
parecen indicar que GM-CSF, no está implicado en la generación y/o mantenimiento de 
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ninguna de las dos poblaciones de macrófagos identificadas en los PO-LNs, ya que los datos 
obtenidos son similares a los observados en los ratones C57BL/6 (Figura 24). 
 
En conclusión, estos datos sugieren que los monocitos no actúan como precursores in vivo de 
los macrófagos inflamatorios generados a consecuencia del proceso inflamatorio 
desencadenado tras la infección con L. major y que además, la señalización a través del 
receptor de GM-CSF tampoco parece tener un papel en este proceso. 
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Durante el desarrollo de este trabajo, nos hemos centrado en intentar contestar diversas 
cuestiones que afectan a la diferenciación de las células dendríticas durante procesos 
infecciosos, tales como; la contribución de los monocitos a la generación de los distintos tipos 
de DCs durante procesos infecciosos en los ratones deficientes para CCR2, el origen de las 
DCs dermales presentes en el PO-LN, los factores que determinan la diferenciación de novo de 
DCs derivadas de monocitos o el potencial de los monocitos para la diferenciación en 
macrófagos inflamatorios. Para tratar de abordar estos objetivos, hemos utilizado el modelo de 
infección murina con el parásito Leishmania major, anteriormente estudiado en nuestro 
laboratorio, en el que la infección por vía subcutánea en la almohadilla plantar con el parásito, 
induce un fuerte reclutamiento de monocitos tanto al sitio de infección, como a los ganglios 
poplíteos drenantes, así como un fuerte incremento en las distintas poblaciones de DCs 
presentes en ambas localizaciones. 
 
 
Los monocitos como precursores de DCs inflamatorias inducidas por infección 
 
El concepto relativo al reclutamiento de precursores de DCs, así como, a la generación de novo 
y acumulación de DCs tanto en los órganos linfoides como en los diferentes tejidos periféricos 
que se produce durante diversos procesos infecciosos, ha sido ampliamente revisado (Leon 
and Ardavin, 2008b). En nuestro modelo de infección por Leishmania major, el análisis del 
número absoluto de monocitos y DCs presentes en la dermis y en los PO-LNs, tras la infección 
con el parásito, en comparación con el número de células halladas en estas mismas 
localizaciones en situación de reposo, mostraron claramente que se produce un fuerte 
incremento en el número absoluto de DCs debido a la reacción inflamatoria inducida por la 
infección. 
 
El potencial de los monocitos como precursores de DCs in vivo durante procesos infecciosos, 
al igual que el concepto de diferenciación local de los mismos, fue inicialmente descrito en 
trabajos basados en el modelo de infección del bazo por Listeria monocytogenes (Serbina, 
Immunity, 2003; Serbina, Nat Immunol, 2006), y por estudios previos realizados en nuestro 
laboratorio utilizando el modelo de infección por Leishmania major (Leon et al., 2007), y 
posteriormente, ha sido establecido en muchos otros modelos de infecciones virales y 
bacterianas (Dominguez and Ardavin, 2010). Nuestros datos a este respecto, basados en el 
análisis de las cinéticas de los monocitos y DCs presentes en la dermis y el PO-LN de los 
ratones CCR2 KO, así como los ensayos de transferencia de monocitos, ponen de manifiesto 
que tanto las dDCs diferenciadas en la dermis, como las moDCs diferenciadas en los PO-LNs 
derivan de los monocitos reclutados a dichas zonas. Estos datos corroboran la idea de que los 
monocitos pueden actuar como precursores de DCs in vivo durante procesos infecciosos, 
diferenciándose localmente en los distintos focos inflamatorios. 
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El estudio detallado de las variaciones en el número de monocitos y DCs que se da tras la 
infección con el parásito, reveló que la proporción relativa DC/monocito en la dermis era mucho 
mayor que la observada en el PO-LN. Además, la acumulación de monocitos a lo largo del 
periodo de estudio, nos permitió hacer cálculo aproximado de la tasa de reclutamiento tanto a 
la dermis como al PO-LN. Con estos datos pudimos hacer una estimación del tiempo de 
transición de monocito a DC en ambas localizaciones, que mostró que dicha transición es más 
rápida en la dermis que en el PO-LN. Además, los experimentos de transferencia intravenosa 
de monocitos apoyaron esta hipótesis, ya que 12 horas tras la transferencia, casi la totalidad de 
los monocitos transferidos y reclutados a la dermis se han diferenciado a dDCs mientras que a 
este mismo tiempo tan solo el 5% de los monocitos transferidos y reclutados al PO-LN se ha 
diferenciado a moDC, y hasta pasadas 72 horas no se observa la totalidad de los monocitos 
diferenciados en el PO-LN. Si bien se debe ser precavido en cuanto a la interpretación de estos 
datos debido a las limitaciones de dicha aproximación, los resultados parecen sugerir que 
existen una diferencia notable en el tiempo de diferenciación de monocito a moDC en el PO-LN 
en comparación con el observado en la dermis de monocito a dDC y que estaría condicionado 
por el entorno inflamatorio particular de cada uno de los focos infecciosos. 
 
 
Efecto de la deficiencia de CCR2 sobre el reclutamiento de monocitos y la generación de 
DCs inflamatorias durante infección con Leishmania major 
 
Con el fin de profundizar en el origen de las distintas subpoblaciones de DCs identificadas en la 
dermis y en los PO-LNs y en la contribución relativa a este proceso de los monocitos y pre-
DCs, se utilizó este mismo modelo de infección por Leishmania major en los ratones deficientes 
para el receptor CCR2. Estudios previos han analizado el defecto que presentan estos ratones 
en distintos modelos de infecciones bacterianas como, por ejemplo, durante infección por 
Listeria monocytogenes (Serbina and Pamer, 2006) o Mycobacterium tuberculosis (Peters et 
al., 2004), en modelos de infecciones protozoarias como Toxoplasma gondii (Dunay et al., 
2008)o Trypanosoma brucei (Bosschaerts et al., 2010), en modelos de infecciones fúngicas 
como Aspergillus fumigatus (Hohl et al., 2009), también durante infecciones víricas como 
citomegalovirus murino (MCMV) (Crane et al., 2009) o el virus de la gripe (Aldridge et al., 2009) 
y durante procesos inflamatorios no patogénicos, como durante aterosclerosis (Swirski et al., 
2007). En nuestro modelo, pudimos observar que estos animales presentan una drástica 
disminución en el reclutamiento de monocitos, tanto al sitio de infección como a los ganglios 
poplíteos drenantes. Además, el análisis de las cinéticas mostró que la fuerte reducción en el 
número de monocitos, se correspondía con una dramática disminución en el número de 
moDCs y dDCs, en el PO-LN y la dermis respectivamente. Estos datos indicaron, de acuerdo 
con estudios previos (Leon et al., 2007), que ambas poblaciones derivaban de la diferenciación 
local de estos monocitos inflamatorios. 
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En el modelo de infección con Leishmania major se ha descrito la presencia de TipDCs, 
responsables de la producción de TNF-α y óxido nítrico (NO), tanto en el sitio de infección 
como en los PO-LNs (De Trez et al., 2009). Estas TipDCs son fenotípicamente muy similares a 
las moDCs caracterizadas en nuestros PO-LNs, salvo que en nuestro caso, no observamos la 
expresión de iNOS en las moDCs del PO-LN, pero si en las dDCs de la dermis. En este mismo 
estudio, la infección de los ratones deficientes para CCR2, da lugar a una notable reducción en 
el número de TipDCs en el PO-LN. Este dato se correspondería de nuevo con la fuerte 
disminución observada en nuestro caso, en las moDCs del PO-LN. Sin embargo, hay cierta 
discrepancia en cuanto a la producción de NO (medida por la expresión de iNOS), ya que en 
nuestro caso solo se observa en las dDCs de la dermis y no en las moDCs del PO-LN. Aunque 
tomados con mucha precaución, nuestros datos podrían sugerir que el entorno inflamatorio de 
cada una de las zonas de infección podría condicionar la adquisición de una especialización 
funcional distinta para las dDCs frente a las moDCs, acordes con las necesidades de cada 
contexto inflamatorio. A este respecto, en el modelo de infección por Mycobacterium 
tuberculosis comentado con anterioridad, se ha propuesto que el reclutamiento de los 
monocitos, en este caso al pulmón y a los ganglios linfáticos correspondientes, activa distintos 
programas de especialización funcional de los monocitos diferenciados (Skold and Behar, 
2008). En nuestro caso particular, el reclutamiento de monocitos a la dermis da lugar a dDCs, 
que participan en la respuesta innata contra el parásito mediante la producción de NO, con el 
fin de contener la diseminación de la infección. Mientras que los monocitos reclutados al PO-
LN, dan lugar a moDCs, que mediante la producción de IL-12 participan en la inducción de la 
polarización de la respuesta adaptiva hacia un entorno de tipo Th1. 
 
Por otra parte, debido a que la proporción relativa dDC/monocito de la dermis de estos ratones 
presentaba una gran diferencia en comparación la observada para los ratones C57BL/6, nos 
planteamos que además de un defecto en el reclutamiento de los monocitos a los órganos 
linfoides y a las áreas inflamadas, CCR2 pudiese estar implicado en el proceso de 
diferenciación de monocitos a dDCs en la dermis durante infección por Leishmania major. 
Experimentos in vitro en los que monocitos de los ratones CCR2 KO fueron aislados de la 
médula ósea y puestos en cultivo en presencia de GM-CSF, dieron lugar a moDCs en una 
proporción y con unas características similares a las de los monocitos de los ratones C57BL/6. 
Este hecho apunta a que al menos la diferenciación in vitro de monocitos CCR2 KO a moDCs 
no parece estar afectada. Además existen evidencias experimentales descritas en modelos in 
vivo durante distintos procesos infecciosos que apoyan esta hipótesis. La transferencia 
adoptiva de monocitos CCR2 KO en ratones C57BL/6 infectados con Listeria monocytogenes, 
mostraron que la migración de dichos monocitos desde el torrente sanguíneo hasta el bazo era 
independiente de CCR2 y que además 12 horas tras la transferencia estas células presentaban 
una morfología similar a las TipDCs y eran capaces de expresar iNOS (Serbina and Pamer, 
2006). Asimismo, en otro modelo de infección por Mycobacterium tuberculosis, los monocitos 
CCR2 KO transferidos por vía intravenosa eran reclutados al pulmón y se diferenciaban a DCs 
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MHC-II+, CD11c+ y MAC-3+, al igual que ocurría con los monocitos de ratones control (Skold 
and Behar, 2008). Por tanto, los defectos observados en los ratones CCR2 KO durante la 
infección por Leishmania major, parecen no ser debidos a una incorrecta diferenciación de los 
monocitos, aunque esta hipótesis deberá ser validada in vivo en nuestro modelo de infección 
en futuros experimentos. 
 
En lo que respecta a la respuesta inmune de los ratones CCR2 KO frente a la infección por el 
parásito Leishmania major, ya ha sido previamente estudiada por otros grupos. En concreto, el 
trabajo realizado por el grupo de Ahuja SS. (Sato et al., 2000) demostró que estos ratones, a 
pesar de tener un fondo genético resistente a la infección, presentan una hiperproliferación de 
células B, una infiltración continuada de neutrófilos y una respuesta polarizada hacia un 
entorno Th2 que los hace susceptibles a la infección. Sin embargo, en este trabajo, asocian 
ese fenotipo susceptible al bloqueo que sufren las LCs para migrar desde la oreja a los 
ganglios linfáticos, a pesar de no observar una reducción en el número de LCs en la epidermis, 
y a una reducción en las DCs CD8+ presentes en el bazo y principales inductoras de la 
respuesta de tipo Th1. Estos datos se oponen a lo observado en el desarrollo de esta tesis, ya 
que en nuestro caso, el principal defecto observado en la dermis de estos ratones deficientes, 
es la gran reducción de monocitos reclutados y de dDCs inflamatorias derivadas de los 
mismos, las cuales son las principales responsables del inicio de la respuesta de tipo Th1 
específica contra el parásito (Leon et al., 2007). Además estudios más recientes, estarían en 
concordancia con estos resultados, ya que apuntan a que las LCs actúan como reguladores 
negativos de la respuesta inmune contra Leishmania major (Ritter et al., 2004); (Kautz-Neu et 
al., 2011). 
 
 
Subpoblaciones y origen de las células dermales en la dermis y de las que se denominan 
dermales en los ganglios periféricos. 
 
Tal y como se ha comentado anteriormente las DCs presentes en la dermis en situación de 
reposo incluyen DCs residentes que pueblan la dermis y LCs migratorias presentes en la 
epidermis. Dentro de las DCs dermales residentes, podemos encontrar dos subpoblaciones 
principales, las DCs CD103+ langerina+, que representan entre un 10-20% del total, y las DCs 
CD11b+ langerina-, que representan alrededor del 70% (Merad et al., 2008). Experimentos de 
transferencia adoptiva, han demostrado que las pre-DCs son capaces de dar lugar tanto a la 
subpoblación de DCs CD103+ como a la CD11b+ en distintos tejidos no linfoides mientras que 
los monocitos sólo contribuyen a la población CD11b+ (Ginhoux et al., 2009). Sin embargo, no 
ha sido posible detectar estas pre-DCs transferidas o las DCs derivadas de las mismas en la 
dermis, debido al bajo rendimiento de las células recuperadas de la piel, por ello la contribución 
exacta de los monocitos y las pre-DCs a las distintas poblaciones de DCs dermales, continua 
sin estar esclarecida. Sin embargo, durante situaciones inflamatorias, la composición de las 
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DCs de la dermis cambia notablemente, pudiendo llegar a desaparecer las DCs residentes y 
siendo éstas reemplazadas por DCs inflamatorias derivadas de monocitos (Helft et al., 2010). 
Nuestros resultados obtenidos en los ratones CCR2 KO claramente sugieren que la mayoría de 
dDCs presentes en la dermis, se originan a partir de los monocitos reclutados y diferenciados 
localmente como consecuencia del proceso inflamatorio producido por la infección con L. 
major. Nuestro estudio fenotípico de los monocitos y dDCs presentes en la dermis muestran 
que, los monocitos reclutados durante la infección expresan altos niveles de Ly6C, sin 
embargo, una vez diferenciados a dDCs, dejan de expresar este marcador, lo que las hace 
indistinguibles de las DCs CD11b+ residentes, que se caracterizan por expresar niveles altos de 
CD11c, MHC-II, CD24, F4/80 y Sirp-α. 
 
El estudio de las distintas subpoblaciones de DCs presentes en los PO-LNs de ratones CCR2 
KO durante infección por Leishmania major, reveló que a pesar de la notable reducción en el 
número de moDCs en el PO-LN y de las dDCs en la dermis, las dDCs del PO-LN solo 
presentaban una reducción de entorno al 40%. Los experimentos llevados a cabo mediante la 
sensibilización de la oreja de ratones CCR2 KO infectados con L. major, indican que las dDCs 
que infiltran la dermis de estos ratones presentan una capacidad migratoria similar a la 
observada en los ratones C57BL/6, al menos en el modelo de sensibilización por contacto en el 
que se induce esta migración de manera no fisiológica. Por otro lado, en nuestro modelo de 
infección, los experimentos de incorporación de BrdU, no parecen indicar que las dDCs 
presentes en el PO-LN de ratones C57BL/6 proliferen localmente. Sin embargo, estudios 
recientes han demostrado, que aunque las DCs dermales están continuamente siendo 
reemplazadas por precursores provenientes de la sangre (Liu et al., 2007), en situación de 
reposo, presentan cierta tasa de proliferación tanto en la dermis como en los ganglios linfáticos 
drenantes (Henri et al., 2010). Por el contrario, nuestros datos mostraron que las cDCs se 
encuentran en continuo estado de proliferación, incluso en ausencia de infección, y en el caso 
de las pDCs, estás comenzaron a proliferar localmente como consecuencia de la infección. 
Estos datos requieren de un estudio más a fondo que se está llevando a cabo actualmente en 
nuestro laboratorio. Por último, los análisis que abordan el grado de infección de cada una de 
las poblaciones presentes en la dermis y los PO-LNS de los ratones CCR2 KO, muestran que 
las dDCs de la dermis presentan un alto grado de infección, lo que puede hacer que su 
capacidad migratoria se vea alterada. Por tanto, la reducción parcial observada en las dDCs del 
PO-LN, podría estar explicada por la acumulación de estas células tras migrar al PO-LN, a 
pesar de que su migración en condiciones fisiológicas pueda estar afectada a consecuencia del 
mayor grado de infección. Otra posible hipótesis podría ser que su migración no estuviese 
alterada, pero el nicho que ocupan las dDCs en el PO-LN estuviese afectado o bien, que el 
recambio celular de esta subpoblación fuese distinto al que presentan las dDCs del PO-LN en 
los ratones C57BL/6. 
 
En resumen, en nuestro modelo infección por L. major, todos estos resultados indican que las 
 90 
dDCs presentes en el PO-LN provienen de la dermis y por tanto derivan de los monocitos 
reclutados a la dermis que se diferencian a dDCs con un fenotipo similar a las DCs CD11b+ 
residentes y que además podrían acumularse en los PO-LNs a lo largo del tiempo. En 
concordancia con esta evidencia, observamos una gran similitud en el fenotipo que 
presentaban las dDCs de la dermis y las dDCs del PO-LN, el cual es equivalente al que se ha 
descrito para las denominadas DCs dermales, presentes en los ganglios linfáticos que drenan 
la piel (Henri et al., 2001). Por lo tanto, apoya la idea de que las dDCs de la dermis derivadas 
de los monocitos reclutados a esta zona como consecuencia del proceso inflamatorio, son 
aquellas que posteriormente migran a través de los vasos linfáticos, proceso que conlleva su 
maduración, hasta llegar a los ganglios poplíteos. Este hecho estaría respaldado por un 
aumento en el nivel de expresión de MHC-II y la expresión de la molécula de coestimulación 
CD86, que se observa en las dDCs del PO-LN y que se correlacionan con las características 
fenotípicas del estado de maduración (Wilson et al., 2003); (Villadangos and Schnorrer, 2007). 
 
Además, la expresión del marcador CCR7 en las dDCs presentes en los PO-LNs respalda la 
idea del origen dermal de dicha subpoblación, ya éste es el principal receptor implicado en la 
migración a través de los vasos linfáticos hasta los PO-LNs (Ohl et al., 2004), aunque el nivel 
de expresión de CCR7 en las dDCS del PO-LN en los ratones CCR2 KO fue un poco más bajo 
en comparación con el observado en los ratones C57BL/6, probablemente como consecuencia 
del mayor grado de infección. Este dato, podría sugerir que estas dDCs infectadas migran a los 
PO-LNs, y favorecen la diseminación de la infección dentro de los ganglios linfáticos, haciendo 
que la inducción de la respuesta específica contra el parásito sea defectuosa y en último 
término, polarizando la respuesta hacia un entorno de tipo Th2 y aumentando la susceptibilidad 
de estos ratones a la infección. 
 
Por ultimo, en cuanto a la función de las dDCs de la dermis, como ya fue descrito en un trabajo 
previo realizado en nuestro laboratorio, se ha propuesto que son las principales responsables 
de la inducción de la respuesta de tipo Th1 específica contra el parásito (Leon et al., 2007). En 
otro modelo de infección de la piel por el HSV-1, las DCs dermales CD11b+ presentaban mayor 
eficiencia en la presentación de antígenos virales ex vivo a las células T CD4+ que el resto de 
subpoblaciones (Bedoui et al., 2009). Esto mismo también ha sido descrito en un modelo de 
infección cutánea por Leishmania, tras la depleción de las DCs langerina+ de la dermis (Brewig 
et al., 2009). Por otra parte, también se ha propuesto que estas DCs dermales CD11b+ juegan 
un papel muy importante en la expansión local de células T efectoras y T reguladoras 
(McLachlan et al., 2009). 
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Citoquinas implicada en la diferenciación de células dendríticas durante procesos 
infecciosos e inflamatorios 
 
Otro de los objetivos principales de este trabajo ha sido intentar esclarecer cual o cuales son 
los factores implicados en la regulación de la diferenciación de monocitos a DCs in vivo durante 
procesos infecciosos. Para intentar abordar esta cuestión en nuestro modelo de infección por 
Leishmania major, en el que los monocitos reclutados tanto a la dermis como al PO-LN se 
diferencian localmente a DCs, hicimos uso de los ratones deficientes para la cadena β del 
receptor de GM-CSF. GM-CSF es un factor de crecimiento, cuyo potencial para diferenciar 
células con un fenotipo similar al de una DC inmadura a partir de monocitos murinos, fue 
descrito en experimentos in vitro por el grupo de R. Steinman (Inaba et al., 1992). Estudios 
posteriores, han mostrado que los niveles de GM-CSF en suero aumentan en ratones en 
situación de inflamación o durante procesos autoinmunes, y que su bloqueo mediante el uso de 
un anticuerpo específico, mostraba su contribución a la movilización de monocitos y neutrófilos 
desde la médula ósea (Hamilton, 2008); (Cook et al., 2011). Otro trabajo donde se describen 
las diferentes poblaciones de DCs de la lamina propia concluye que las DCs CD11b+ CD103+ 
son dependientes de GM-CSF en situación de reposo (Bogunovic et al., 2009). Así mismo, en 
un modelo de encefalomielitis autoinmune experimental, se describe que GM-CSF está 
implicado en la acumulación de las DCs dermales CD103+ langerina+ en los ganglios linfáticos 
que drenan la piel tanto en reposo como durante inflamación (King et al., 2010). Posiblemente 
debido a todas estas evidencias se haya asumido (Zhan et al., 2012), aunque no demostrado, 
que GM-CSF también controla la diferenciación in vivo de las DCs derivadas de monocitos. 
Nuestros experimentos mostraron que no había ningún defecto en la diferenciación de las 
moDCs en el PO-LN, así como tampoco lo había en las dDCs de la dermis. Tan solo se vieron 
afectados los eosinófilos presentes en ambas localizaciones, tal y como se ha descrito 
previamente (Robb et al., 1995). Estos datos están en concordancia con un trabajo 
recientemente publicado en el que se describe que la señalización a través del receptor de GM-
CSF, es necesaria para el desarrollo de las DCs de los tejidos no linfoides, como el pulmón, la 
dermis, la lamina propia, el hígado y el riñón, durante homeostasis pero no durante inflamación 
en distintos modelos de infección aguda (Greter et al., 2012a). También se realizaron 
experimentos en ratones GM-CSFR KO en los además se bloqueó la citoquina IL-3 con un 
anticuerpo específico, ya que IL-3 posee un receptor específico cuya señalización podría 
enmascarar el efecto inducido por la ausencia del receptor de GM-CSF. Estos estudios 
revelaron que IL-3 tampoco parece tener un papel en la diferenciación in vivo de monocitos a 
DCs durante infección por Leishmania major. 
 
Por otra parte, otros estudios han demostrado que la citoquina M-CSF podría tener un papel en 
el desarrollo de las DCs de algunos tejidos no linfoides. Experimentos de reconstitución de 
médula ósea a partir de ratones deficientes en el receptor de M-CSF, muestran que la 
generación de las LCs es dependiente de dicha citoquina (Ginhoux et al., 2006). En otro trabajo 
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se describe que en situación de reposo los ratones deficientes en el receptor de M-CSF, 
presentan un defecto en la población de DCs CD11b+ presentes en el riñón y en el pulmón 
(Ginhoux et al., 2009). Más recientemente, en el estudio anteriormente comentado (Greter et 
al., 2012a) se ha propuesto que M-CSF es el factor responsable de la diferenciación in vivo de 
las DCs inflamatorias en un modelo de infección por el virus de la gripe y en ratones tratados 
con LPS. 
 
La señalización de Flt3L a través de su receptor Flt3, es esencial durante el desarrollo 
temprano de las DCs a partir de sus precursores hematopoyéticos y en el mantenimiento de la 
homeostasis de las DCs en los tejidos linfoides. En situación de reposo, los ratones deficientes 
para Flt3 o su ligando, Flt3L, presentan una fuerte reducción en el número de pDCs o cDCs 
tanto en los órganos linfoides como en los órganos no linfoides (Watowich and Liu, 2010). En 
situación de inflamación, como la producida a consecuencia de la irradiación, los niveles de 
Flt3L aumentan en suero de manera drástica. Las células estromales pueden favorecer el 
incremento de los niveles de FLt3L, contribuyendo así la reposición de las DCs a partir de sus 
progenitores hematopoyéticos en los órganos linfoides (Kenins et al., 2008). Para abordar su 
posible implicación en la diferenciación de DCs durante la infección con L. major, se infectaron 
ratones deficientes para el receptor Flt3. Los datos obtenidos, no sugieren que la señalización 
a través de este receptor esté implicada en este proceso. Varios trabajos han puesto de 
manifiesto, que los ratones deficientes en el receptor Flt3 presentan una reducción en el 
número de cDCs y pDCs en los tejidos linfoides, sin embargo, esta reducción es más acusada 
en los ratones deficientes en el ligando de Flt3, lo cual sugiere la existencia de un segundo 
receptor para dicha citoquina (McKenna et al., 2000); (Waskow et al., 2008); (Kingston et al., 
2009). Por este motivo, quizás sería más interesante abordar la generación de las DCs 
inflamatorias in vivo en los ratones deficientes para el ligando de Flt3. 
 
 
Diferenciación de macrófagos durante procesos inflamatorios 
 
Numerosos son los estudios que han puesto de manifiesto el potencial de los monocitos como 
precursores de DCs tanto durante homeostasis como durante procesos inflamatorios asociados 
a diferentes infecciones microbianas, así como en situaciones inflamatorias no patogénicas 
(Shi and Pamer, 2011). Nosotros mismos, a lo largo del desarrollo de esta tesis, hemos 
pretendido responder diversas cuestiones que conciernen a dicho proceso de diferenciación in 
vivo de monocitos a DCs en el modelo de infección de Leishmania major. Distintos estudios 
han reflejado el potencial de los monocitos como precursores de macrófagos en situación de 
reposo. En el pulmón se ha propuesto que los monocitos Ly6Chi, se diferencian en macrófagos 
en el parénquima pulmonar para luego dar lugar a los macrófagos alveolares (Landsman and 
Jung, 2007). Otro estudio más reciente, describe que en homeostasis, los monocitos Ly6Chi se 
diferencian en macrófagos antiinflamatorios en la lámina propia, mientras que en el modelo de 
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colitis, se diferencian principalmente a DCs inflamatorias (Rivollier et al., 2012). Sin embargo, 
son pocos los trabajos que se han centrado en describir el potencial de los monocitos como 
precursores de macrófagos durante procesos infecciosos. En un modelo de infección por 
Citrobacter rodentium, la producción de CCL2 promueve el reclutamiento de monocitos a la 
lámina propia que se diferencian en macrófagos inflamatorios (Kim et al., 2011). 
 
En nuestro caso, para tratar de abordar esta cuestión utilizamos nuestro modelo de infección 
en los ratones CCR2 KO, que como previamente hemos descrito sufren una fuerte reducción 
en el número de monocitos reclutados al PO-LN, para ver su contribución a la generación de 
macrófagos. En los ganglios linfáticos, se han descrito 3 poblaciones principales de 
macrófagos; los macrófagos de la zona subcapsular (SSMs), caracterizados por la expresión 
de las moléculas CD169 y CD11b, y por no expresar F4/80, los macrófagos de los senos 
medulares (MSMs), que expresan los siguientes marcadores: CD169, CD11b, SIGNR1 y F4/80, 
y los macrófagos de los cordones medulares (MCMs), que no expresan CD169 pero si las 
moléculas CD11b y F4/80 (Gray and Cyster, 2012). Ante la dificultad que conlleva la detección 
por FACs de la distintas subpoblaciones de macrófagos, su identificación se llevó a cabo 
mediante métodos inmunohistoquímicos sobre cortes de criostato de los PO-LNs tras 9 días de 
infección con el parásito y posterior detección por microscopía confocal. En nuestros análisis, 
pudimos distinguir los SSMs que se localizaban en las zonas corticales del PO-LN y los MSMs 
situados en las zona medular, en base a algunos de los marcadores anteriormente descritos. 
Las tinciones realizadas en los PO-LNs de los ratones CCR2 KO, sugieren que los monocitos 
no parecen tener una función en la diferenciación de las distintas poblaciones de macrófagos 
durante infección con Leishmania major. En este sentido, otros estudios han propuesto que, 
bajo situaciones inflamatorias como las que se dan en un modelo de encefalomielitis 
autoinmune experimental (Ajami et al., 2011) o en un modelo de inflamación aguda del 
peritoneo (Davies et al., 2011), los monocitos reclutados al foco inflamatorio tan solo 
contribuyen a la repoblación de los macrófagos residentes de manera temporal, y son los 
propios macrófagos residentes los encargados de restablecer la homeostasis del tejido 
mediante proliferación local. Sin embargo, una opción que no podemos descartar, es que estos 
macrófagos se repueblen únicamente mediante proliferación in situ, tal y como ha sido descrito 
en un modelo de infección por helmintos que promueve una respuesta de tipo Th2, en el que la 
acumulación de macrófagos es debida a la proliferación local de los macrófagos residentes 
(Jenkins et al., 2011). Para responder a este problema, diversos experimentos están en curso 
actualmente en nuestro labortorio. 
 
En conclusión, estos datos apuntan a que en el caso de la infección con el parásito Leishmania 
major, estos monocitos actúan como precursores de DCs in vivo preferentemente y su 
contribución a la generación de macrófagos inflamatorios está siendo abordada en estos 
momentos mediante experimentos de transferencia de monocitos y posterior detección 
mediante microscopía confocal. 
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Por otra parte, también quisimos abordar que factores podían ser los responsables de la 
diferenciación in vivo de los macrófagos durante la respuesta inmune contra L. major, para ello, 
se realizaron experimentos utilizando los ratones deficientes en el receptor GM-CSF y ratones 
tratados con el anticuerpo anti-MCSFR por vía intraperitoneal durante 9 días. La fuerte 
reducción en el número de macrófagos tisulares que se observa en los ratones deficientes para 
el receptor de M-CSF (Dai et al., 2002), pone de manifiesto el papel fundamental de M-CSF en 
el mantenimiento de la homeostasis de los macrófagos in vivo. Además, en situación de 
reposo, se ha descrito que los macrófagos CX3CR1+ de la lámina propia derivan de monocitos 
Ly6Chi y que el proceso de diferenciación es dependiente de M-CSF (Bogunovic et al., 2009); 
(Varol et al., 2009). Sin embargo, los trabajos han abordado el estudio de la implicación de 
distintas citoquinas en la diferenciación de macrófagos en situación de inflamación o infección, 
son muy escasos. En situación de inflamación, en un modelo de peritonitis y de inflamación 
pulmonar, el tratamiento con anticuerpos contra M-CSF o GM-CSF, se ha observado que en 
ambos casos, conduce a una reducción en el número de macrófagos inflamatorios (Lenzo et 
al., 2012). En contraste con este último trabajo, nuestro análisis de las distintas poblaciones de 
macrófagos presentes en ratones GM-CSFR KO durante infección con L. major, sugirieron que 
la señalización a través de esta vía no es necesaria en generación y/o mantenimiento de 
dichas subpoblaciones de macrófagos. Por tanto, el estudio de la implicación de otras 
citoquinas o factores que median en dicho proceso continúa por ser esclarecido. 
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Los resultados obtenidos en este estudio han dado lugar a las siguientes conclusiones: 
 
 
1. En el modelo de infección con Leishmania major se produce un fuerte incremento en el 
número de monocitos reclutados tanto a la dermis como al PO-LN drenante, al igual 
que se produce un notable aumento de las dDCs de la dermis y las moDCs del PO-LN 
en ratones resistentes a la infección. 
 
2. El proceso de diferenciación de monocitos a DCs en la dermis es substancialmente 
más rápido que el de monocitos a DCs en el PO-LN en base a los experimentos de 
transferencia de monocitos, y puede estar determinado por el entorno inflamatorio de 
cada una de las localizaciones. 
 
3. En los ratones deficientes para el receptor CCR2, se observó una fuerte reducción en 
el número de monocitos y dDCs presentes en la dermis, así como en el número de 
monocitos y moDCs del PO-LN, que indica que la mayoría de dDCs de la dermis y de 
moDCs del PO-LN derivan de monocitos que se diferencian localmente. 
 
4. La proporción relativa dDC/monocito en la dermis de los ratones deficientes para CCR2 
es significativamente menor en comparación con la observada en los ratones C57BL/6, 
y está correlacionado con el mayor grado de infección que presentan en esta 
localización. 
 
5. Las dDCs presentes en los PO-LN provienen de dDCs diferenciadas a partir de 
monocitos en la dermis que migran a través de los vasos linfáticos hasta el PO-LN. 
 
6. Nuestros datos indican que la diferenciación de las dDCs en la dermis y de las moDCs 
en el PO-LN, no es dependiente de las citoquinas GM-CSF, M-CSF o Flt3L durante la 
infección con Leishmania major. 
 
7. La diferenciación de los macrófagos en el PO-LN durante infección por Leishmania 
major no depende del reclutamiento de monocitos. 
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Figura 1. Variación en el número absoluto de las subpoblaciones de monocitos y DCs 
presentes en los PO-LNs de ratones C57BL/6 sin infectar y durante la infección con Leishmania 
major. A) Definición de las subpoblaciones celulares presentes en los PO-LNs de ratones 
C57BL/6 sin infectar, en base a los diferentes niveles de expresión de los marcadores de 
superficie indicados y análisis de los números absolutos de dichas subpoblaciones. B) 
Definición de las subpoblaciones celulares presentes en los PO-LNs de ratones C57BL/6, en 
base a los diferentes niveles de expresión de los marcadores de superficie indicados, 3 
semanas después de la infección con Leishmania major y análisis de los números absolutos de 
dichas subpoblaciones. 
 
Figura 2. Caracterización de las subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs 
de ratones C57BL/6 durante la infección con Leishmania major. A) Definición de las 
subpoblaciones de monocitos y DCs, en base a los diferentes niveles de expresión de los 
marcadores de superficie indicados, presentes en los PO-LNs de ratones C57BL/6, tres 
semanas después de la infección con Leishmania major, tras la depleción de células T, células 
B, células NK y neutrófilos. B) Análisis fenotípico de las subpoblaciones de monocitos y DCs 
presentes en los PO-LNs de ratones C57BL/6, tres semanas después de la infección con 
Leishmania major, en base a la expresión diferencial de los marcadores de superficie indicados 
en cada histograma. 
 
Figura 3. Cinética de las subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs de 
ratones C57BL/6 durante la infección con Leishmania major. A) Definición de las 
subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs de ratones C57BL/6, 2, 3 y 4 
semanas después de la infección con Leishmania major. B) Cambios en el número total y en 
los números de las distintas subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs de 
ratones C57BL/6, 2, 3 y 4 semanas después de la infección con Leishmania major. C) Cambios 
en los números de las subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs de 
ratones C57BL/6, 9 y 12 días después de la infección con Leishmania major. 
 
Figura 4. Caracterización de las subpoblaciones celulares que infiltran la dermis de ratones 
C57BL/6 durante la infección con Leishmania major. A) Definición de las subpoblaciones 
celulares, en base a los diferentes niveles de expresión de los marcadores de superficie 
indicados, presentes en la dermis de ratones C57BL/6, 3 semanas después de la infección con 
Leishmania major. B) Análisis de los números absolutos de las distintas subpoblaciones 
celulares que infiltran la dermis de ratones C57BL/6, 3 semanas después de la infección con 
Leishmania major. C) Análisis fenotípico de las distintas subpoblaciones celulares que infiltran 
la dermis de ratones C57BL/6, 3 semanas después de la infección con Leishmania major, en 
base a los diferentes niveles de expresión de los marcadores de superficie indicados en cada 
histograma. D) Análisis morfológico de los eosinófilos mediante tinción con Giemsa tras su 
separación celular por citometría de flujo. 
 Figura 5. Cinética de las subpoblaciones celulares que infiltran la dermis de ratones C57BL/6 
durante la infección con Leishmania major. A) Definición de las principales subpoblaciones 
celulares que infiltran la dermis de ratones C57BL/6, 2, 3 y 4 semanas después de la infección 
con Leishmania major, en base a los diferentes niveles de expresión de los marcadores de 
superficie indicados. B) Cambios en los números de las principales subpoblaciones celulares 
que infiltran la dermis de ratones C57BL/6, 2, 3 y 4 semanas después de la infección con 
Leishmania major. C) Cambios en los números de las principales subpoblaciones celulares que 
infiltran la dermis de ratones C57BL/6, 9 y 12 días después de la infección con Leishmania 
major. 
 
Figura 6. Análisis del reclutamiento y la diferenciación in vivo de monocitos transferidos, a las 
distintas poblaciones de DCs en la dermis y en los PO-LNs de ratones C57BL/6 durante la 
infección con Leishmania major. A) Análisis de la diferenciación de monocitos a dDCs en la 
dermis, a las 12, 24 y 72 horas tras la transferencia por vía intravenosa en ratones C57BL/6, 2 
semanas tras la infección con Leishmania major. B) Análisis de la diferenciación de monocitos 
a las distintas poblaciones de DCs en los PO-LNs, a las 12, 24 y 72 horas tras la transferencia 
por vía intravenosa en ratones C57BL/6, 2 semanas tras la infección con Leishmania major. 
 
Figura 7. Caracterización de las subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs 
de ratones CCR2 KO sin infectar. A) Definición de las subpoblaciones de monocitos y DCs 
presentes en los PO-LNs, en base a los diferentes niveles de expresión de los marcadores de 
superficie indicados, en ratones CCR2 KO y C57BL/6 sin infectar. B) Análisis de los números 
de las distintas subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs de ratones 
CCR2 KO y C57BL/6 sin infectar. 
 
Figura 8. Caracterización de las subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs 
de ratones CCR2 KO durante la infección con Leishmania major. A) Definición de las 
subpoblaciones de monocitos y DCs, en base a los diferentes niveles de expresión de los 
marcadores de superficie indicados, presentes en los PO-LNs de ratones CCR2 KO 3 semanas 
después de la infección con Leishmania major, tras la depleción de células T, células B, células 
NK y neutrófilos. B) Análisis comparativo de los números absolutos de las distintas 
subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs de ratones C57BL/6 y CCR2 
KO, 3 semanas después de la infección con Leishmania major. C) Análisis fenotípico de las 
distintas subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs de ratones CCR2 KO, 3 
semanas después de la infección con Leishmania major, en base a los diferentes niveles de 
expresión de los marcadores de superficie indicados en cada histograma. 
 
Figura 9. Cinética de las subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs de 
ratones CCR2 KO durante la infección con Leishmania major. A) Definición de las principales 
subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs de ratones C57BL/6, 2, 3 y 4 
semanas después de la infección con Leishmania major y cambios en los números de dichas 
subpoblaciones. B) Definición de las principales subpoblaciones celulares presentes en los PO-
LNs de ratones CCR2 KO, 2, 3 y 4 semanas después de la infección con Leishmania major y 
cambios en los números de dichas subpoblaciones. 
 
Figura 10. Caracterización de las subpoblaciones celulares presentes en la dermis de ratones 
CCR2 KO durante la infección con Leishmania major. A) Definición de las subpoblaciones 
celulares, en base a los diferentes niveles de expresión de los marcadores de superficie 
indicados, que infiltran la dermis de ratones CCR2 KO 3 semanas después de la infección con 
Leishmania major. B) Análisis de los números absolutos de las distintas subpoblaciones 
celulares presentes en la dermis de ratones C57BL/6 y CCR2 KO 3 semanas después de la 
infección con Leishmania major. C) Análisis fenotípico de las distintas subpoblaciones celulares 
que infiltran la dermis de ratones CCR2 KO, 3 semanas después de la infección con 
Leishmania major, en base a los diferentes niveles de expresión de los marcadores de 
superficie indicados en cada histograma. 
 
Figura 11. Cinética de las subpoblaciones celulares presentes en la dermis de ratones CCR2 
KO durante la infección con Leishmania major. A) Definición de las principales subpoblaciones 
celulares que infiltran la dermis de ratones C57BL/6, 2, 3 y 4 semanas después de la infección 
con Leishmania major y cambios en los números absolutos de las mismas. B) Definición de las 
principales subpoblaciones celulares que infiltran la dermis de ratones CCR2 KO, 2, 3 y 4 
semanas después de la infección con Leishmania major y cambios en los números absolutos 
de las mismas. 
 
Figura 12. Análisis comparativo del grado de infección de las distintas subpoblaciones de 
monocitos y DCs presentes en los PO-LNs y en la dermis de ratones C57BL/6 y ratones CCR2 
KO. A) Caracterización de las distintas subpoblaciones de DCs infectadas, presentes en los 
PO-LNs de ratones C57BL/6 y CCR2 KO, infectados con Leishmania major Red. Porcentaje 
total de células infectadas en los PO-LNs de ratones C57BL/6 y CCR2 KO. Porcentajes 
relativos de las células infectadas de las distintas subpoblaciones, presentes en los PO-LNs de 
ratones C57BL/6 y CCR2 KO 3 semanas después de la infección con Leishmania major Red. 
B) Caracterización de las distintas subpoblaciones de DCs infectadas, que infiltran la dermis de 
ratones C57BL/6 y CCR2 KO infectados con Leishmania major Red. Porcentaje total de células 
infectadas que infiltran la dermis de ratones C57BL/6 y CCR2 KO. Porcentajes relativos de las 
células infectadas de las distintas subpoblaciones, que infiltran la dermis de ratones C57BL/6 y 
CCR2 KO 3 semanas después de la infección con Leishmania major Red. 
 
Figura 13. Análisis de la migración de las dDCs, desde la dermis a los ganglios auriculares, en 
ratones C57BL/6 y CCR2 KO infectados en la oreja con Leishmania major. A) Definición de las 
subpoblaciones celulares presentes en los ganglios auriculares de ratones C57BL/6 y CCR2 
KO en base a los diferentes niveles de expresión de los marcadores de superficie indicados, 3 
semanas después de la infección con Leishmania major. B) Análisis de los números de las 
distintas subpoblaciones celulares presentes en los ganglios auriculares de ratones C57BL/6 y 
CCR2 KO 3 semanas después de la infección en la oreja con Leishmania major. C) Estudio de 
la migración de las dDCs a los ganglios auriculares de ratones C57BL/6 y CCR2 KO, 3 
semanas después de la infección en la oreja con Leishmania major, siguiendo el modelo 
experimental ilustrado en cada esquema para la aplicación de la solución de FITC. 
 
Figura 14. Análisis comparativo del potencial de migración de las dDCs desde la dermis a los 
ganglios auriculares en ratones C57BL/6 y CCR2 KO infectados con Leishmania major. A) 
Análisis de los números y los porcentajes de las dDCs FITC+ presentes en los ganglios 
auriculares de ratones C57BL/6 y CCR2 KO, 3 semanas después de la infección en la oreja 
con Leishmania major, y siguiendo el modelo experimental ilustrado en cada esquema para la 
aplicación de la solución de FITC. B) Análisis de la expresión de CCR7 de las dDCs presentes 
en los PO-LNs de ratones C57BL/6 y CCR2 KO, 1, 2 y 4 semanas después de la infección en 
la pata con Leishmania major. 
 
Figura 15. Análisis del estado de proliferación de las distintas subpoblaciones de monocitos y 
DCs durante la infección con Leishmania major en ratones C57BL/6. A) Análisis de la 
incorporación de BrdU a las 4, 16 y 36 horas desde su administración, de los monocitos 
presentes en la médula ósea de ratones C57BL/6 sin infectar y 3 semanas después de la 
infección con Leishmania major. B) Análisis de la incorporación de BrdU a las 4, 16 y 36 horas 
desde su administración, de los monocitos presentes en la sangre de ratones C57BL/6 sin 
infectar y 3 semanas después de la infección con Leishmania major. C) Análisis de la 
incorporación de BrdU a las 4, 16 y 36 horas desde su administración, de las distintas 
subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs de ratones C57BL/6 sin infectar 
y 3 semanas después de la infección con Leishmania major. D) Análisis de la incorporación de 
BrdU a las 4, 16 y 36 horas desde su administración, de los monocitos y dDCs que infiltran la 
dermis ratones C57BL/6 sin infectar y 3 semanas después de la infección con Leishmania 
major. 
 
Figura 16. Análisis de los factores implicados en la diferenciación in vivo de monocitos a DCs 
en los PO-LNs durante la infección con Leishmania major. A) Definición de las subpoblaciones 
de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs de ratones C57BL/6, GM-CSFR KO y FLT3 KO, 
9 días tras la infección con Leishmania major. B) Análisis de los números absolutos de las 
distintas subpoblaciones de monocitos y DCs presentes en los PO-LNs de ratones C57BL/6, 
GM-CSFR KO y FLT3 KO, 9 días tras la infección con Leishmania major. 
 
Figura 17. Análisis de los factores implicados en la diferenciación in vivo de monocitos a DCs 
en la dermis durante la infección con Leishmania major. A) Definición de las subpoblaciones 
celulares presentes en la dermis de ratones C57BL/6, GM-CSFR KO y FLT3 KO, 9 días tras la 
infección con Leishmania major. B) Análisis de los números absolutos de las distintas 
subpoblaciones celulares presentes en la dermis de ratones C57BL/6, GM-CSFR KO y FLT3 
KO, 9 días tras la infección con Leishmania major. 
 
Figura 18. Análisis del efecto de IL-3 en la diferenciación in vivo de monocitos a DCs en los 
PO-LNs de ratones GM-CSFR KO durante la infección con Leishmania major. A) Esquema del 
modelo experimental utilizado para analizar el efecto de IL-3 durante la diferenciación in vivo de 
los monocitos a DCs. B) Definición de las subpoblaciones de monocitos y DCs, en base a los 
distintos niveles de expresión de los marcadores de superficie indicados, presentes en los PO-
LNs de ratones C57BL/6 y GM-CSFR KO, 9 días tras la infección con Leishmania major y 
después de ser tratados con 40µg del anticuerpo α-IL-3 o de su correspondiente control de 
isotipo, durante 6 días. C) Análisis de los números absolutos de las distintas subpoblaciones de 
monocitos y DCs presentes en los PO-LNs de ratones C57BL/6 y GM-CSFR KO, 9 días tras la 
infección con Leishmania major y después del tratamiento descrito en B. 
 
Figura 19. Análisis del efecto de IL-3 en la diferenciación in vivo de monocitos a DCs en la 
dermis de ratones GM-CSFR KO durante la infección con Leishmania major. A) Esquema del 
modelo experimental utilizado para analizar el efecto de la IL-3 durante la diferenciación in vivo 
de los monocitos a DCs. B) Definición de las subpoblaciones celulares, en base a los diferentes 
niveles de expresión de los marcadores de superficie indicados, presentes en la dermis de 
ratones C57BL/6 y GM-CSFR KO, 9 días tras la infección con Leishmania major y después de 
ser tratados con 40µg del anticuerpo α-IL3 o de su correspondiente control de isotipo, durante 
6 días. C) Análisis de los números de las distintas subpoblaciones celulares presentes en la 
dermis de ratones C57BL/6 y GM-CSFR KO, 9 días tras la infección con Leishmania major y 
después del tratamiento descrito en B. 
 
Figura 20. Estudio de la diferenciación in vitro de monocitos bajo distintos estímulos en 
presencia de amastigotes de Leishmania major. Análisis del potencial de diferenciación in vitro 
a DCs o macrófagos de los monocitos aislados de la médula ósea de ratones C57BL/6 y 
cultivados en presencia de GM-CSF o M-CSF y/o de amastigotes Leishmania major durante 24 
horas. 
 
Figura 21. Estudio de la diferenciación in vitro de monocitos bajo distintos estímulos en 
presencia de amastigotes o promastigotes de Leishmania major. A) Análisis comparativo de los 
porcentajes de DCs y macrófagos diferenciados in vitro a partir de monocitos cultivados en 
presencia de GM-CSF o M-CSF y/o amastigotes o promastigotes de Leishmania major. 
Porcentajes totales de células infectadas. B) Estudio de la viabilidad de los monocitos 
cultivados in vitro en presencia de GM-CSF o M-CSF y/o promastigostes de Leishmania major. 
C) Análisis por inmunofluorescencia del grado de internalización de amastigotes o 
promastigotes de Leishmania major en monocitos y moDCs, purificados tras 16h de cultivo in 
vitro mediante métodos inmunomagnéticos. 
 
Figura 22. Análisis de las subpoblaciones de macrófagos presentes en los PO-LNs de ratones 
C57BL/6, 9 días tras la infección con Leishmania major, por métodos inmunohistoquímicos 
sobre cortes de criostato de PO-LNs y posterior análisis mediante microscopía confocal. 
 
Figura 23. Análisis de las subpoblaciones de macrófagos presentes en los PO-LNs de ratones 
CCR2 KO, 9 días tras la infección con Leishmania major, por métodos inmunohistoquímicos 
sobre cortes de criostato de PO-LNs y posterior análisis mediante microscopía confocal. 
 
Figura 24. Análisis de las subpoblaciones de macrófagos presentes en los PO-LNs de ratones 
GM-CSFR KO, 9 días tras la infección con Leishmania major, por métodos 
inmunohistoquímicos sobre cortes de criostato de PO-LNs y posterior análisis mediante 
microscopía confocal. 
